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 سپاسگزاری
ر هستی اسرا ،سپاس و ستایش خدای را سزاست که آدمیان را اندیشیدن و تفکر آموخت تا به طریق معرفت
ها قرار ذهن پویای بشر را مشتاق این پاسخهر پرسش را به پاسخی ختم نمود و را یک به یک پرده بردارد و 
 از که می دانم خود وظیفه رسید، اتمام به پایان نامه این نگارش خداوند مهربان اریی به که اکنون داد.
 آقای از ابتدا نمایم. در قدردانی و تشکر نمودند، و یاری راهنمایی مرا آندر اجرای  که کسانی تمام زحمات
 بود بزرگری افتخا مبرای ایشان با استاد راهنمای اول این پژوهش که کار سهراب رضوانی گیل کلائی، دکتر
دکتر مهدی  و ابوالقاسم کمالی دکتر آقایان گرانقدر استادان از دارم. همچنین را تشکر و کمال قدردانی
 برده ام بهره شانهنمای دوم و مشاور از راهنماییهایکه در طی اجرای این پژوهش به عنوان استاد را سلطانی
 حترم پژوهشکده اکولوژی دریای خزر که امکان انجاماز آقای دکتر پورغلام، رئیس م می کنم. سپاسگزاری
آقای مهندس لالوئی، رئیس از  ،فراهم نمودنداین تحقیق را در آن پژوهشکده برایم  مراحل آزمایشگاهی
در طی اجرای مراحل آزمایشگاهی و که با راهنماییهای ارزنده شان  محترم بخش بیوتکنولوژی پژوهشکده
-بی و از همکاریهای دجانب داشته اننهایت همکاری را با ایناین تحقیق یکی تجزیه و تحلیل داده های ژنت
در طی اجرای مراحل  تقوی و مهندس پورغلام انآقایآن بخش،  آزمایشگاه ژنتیک کارشناسان محترمدریغ 
در تجزیه که  آقای دکتر فضلی، رئیس محترم بخش ارزیابی ذخایر پژوهشکده پژوهش، ازآزمایشگاهی این 
بخش، آقایان  آنداشته اند و کارشناسان محترم با اینجانب همکاری این تحقیق یل داده های زیستی و تحل
که در کار تعیین سن و آموزش آن و مهندس دریانبرد که در تعیین موقعیت ایستگاه های طالشیان  مهندس
صمیمانه  ودند،نمونه برداری و تهیه عکس از فلسهای تعیین سن شده از هیچ گونه مساعدتی دریغ ننم
آزاد ماهیان شهید دکتر تکثیر و پرورش مهندس رضوانی، رئیس محترم مرکز  از آقای قدردانی می نمایم.
را  در آن مرکز باهنر کلاردشت که امکان انجام نمونه برداری در مراحل مختلف تکثیر ماهی آزاد دریای خزر
نهایت جعفرنژاد،  زرودی، بیگلریان، میار وآقایان  کارشناسان محترم این مرکز، برای اینجانب فراهم نمودند و
و مرکز تحقیقات ماهیان سردآبی کشور سپاس و تقدیر را دارم. از آقای دکتر صیاد بورانی رئیس محترم 
نمونه  مختلف مراحلطی که در کارشناسان محترم این مرکز  ،راست روانمهندس  آقایان مهندس بهرامیان و
سپاسگزاری می کنم. از آقایان رفیع زاده، میرزایی، مقدم و رضایی در بازارهای  مرا یاری رساندند برداری
از هیچ مساعدتی  ماهی فروشان هشتپر، رامسر، تنکابن و نوشهر که در طی مراحل مختلف نمونه برداری
 و مشوق همواره این سالها طول در که عزیزم مادر و پدر از نهایت در دریغ ننمودند قدردانی می کنم.
 امیدوارم کمال سپاس و امتنان را دارم و بودند امیدم و دلگرمی مایه که خواهر و برادرانم و بوده اند پشتیبانم
                               باشد. پاسخگو را بزرگواران این زحمات از ذره ایباشد  تحقیق توانسته این نتایج که
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 چکیده
 183جنوبی دریای خزر ایران، آزاد دریای خزر در پنج رودخانه حوضه تنوع ژنتیکی ماهی مطالعه  جهت
آبرود، چشمه کیله، کرگانرود از رودخانه های چالوس، سرد 1313عدد مولد در فصول پاییز و زمستان سال 
ماهی جدا و در الکل  گرم از بافت نرم و تازه انتهای باله 1-5دود جمع آوری شدند. سپس ح و آستارا
های  ANDژنومی به روش استات آمونیوم استخراج و کمیت و کیفیت  ANDتثبیت شد.  63°اتانول 
تعیین شد. واکنش  %3وفورز افقی ژل آگارز استخراج شده با استفاده از روشهای اسپکتروفتومتری و الکتر
 )pooL -D( و یک جفت آغازگر توالی یابی ریز ماهوارهجفت آغازگر  63زنجیره ای پلیمراز با استفاده از 
ل با استفاده از الکتروفورز افقی ژ ریز ماهوارهروش  RCP رزیابی کیفیت محصولات تکثیر شدهانجام شد و ا
و  %6آنها از الکتروفورز عمودی ژل پلی اکریل آمید  ده آللها و تعیین اندازهانجام و برای مشاه %1آگارز 
روش رنگ آمیزی نیترات نقره استفاده شد. ثبت تصاویر ژل توسط دستگاه مستندساز ژل انجام و باندهای 
فاده از ها با استشدند و تجزیه و تحلیل آماری داده امتیازدهی tpaC -otohP حاصل با استفاده از نرم افزار
ز روش توالی یابی پس ا RCPمچنین محصولات ه انجام پذیرفت.  eneG poPو  xelA eneGنرم افزارهای
جنوبی ارسال  کره reenoiBبرای توالی یابی به شرکت ، خالص سازی و %3/5ارزیابی کیفی با ژل آگارز 
ها با استفاده از نرم افزارهای توالی یابی به روش خاتمه یابی زنجیره و تجزیه و تحلیل آماری داده  شدند.
ت از آغازگرها تولید جف 5انجام شد. در روش ریز ماهواره،  PS ANDو  niuqelrA، ageM، tidE -oiB
و  5/16±3/18چشمه کیله للهای واقعی و مؤثر در رودخانه مورفیک نمودند و میانگین تعداد آباندهای پلی
ه شده و میانگین هتروزایگوسیتی مشاهد و 5/84±3/11و  7/16±3/57کرگانرود  و در رودخانه 1/78±3/64
و  1/15±1/33کرگانرود و در رودخانه  1/15±1/63و  1/44±1/53چشمه کیله  مورد انتظار در رودخانه
بین و درون محاسبه شد. نتایج آنالیز واریانس مولکولی نشان داد که اختلاف تنوع ژنتیکی  1/17±1/13
هاپلوتایپ  51در روش توالی یابی ). 10.0<P( استمعنی دار دو رودخانه  جمعیتها و بین و درون افراد
در رودخانه چالوس ) 43) و هاپلوتایپ (351و بیشترین تعداد جایگاه پلی مورفیک ( مختلف شناسایی شد
سردآبرود، بیشترین در رودخانه ) 1/41±1/84بیشترین میانگین تعداد آلل مشاهده شده (. مشاهده شد
و بیشترین میانگین تنوع  ) در رودخانه چالوس3/11±1/11روزایگوسیتی مشاهده شده (میانگین هت
 میانگین تنوع هاپلوتایپی در هر سه رودخانه و سردآبرود مشاهده شد در رودخانه) 1/13±1/71نوکلئوتیدی (
مورد به طور کلی نتایج نشان داد که جمعیت یکسانی از این ماهی در رودخانه های . به دست آمد )3(
چالوس در روش توالی یابی  د در روش ریز ماهواره و رودخانهکرگانرو رودخانه مطالعه وجود ندارد و
 بودند. دارای بالاترین میزان تنوع ژنتیکی 
 ی، توالی یابریز ماهوارهتنوع ژنتیکی، ماهی آزاد دریای خزر،  :کلیدواژه ها
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 مقدمه -2-2
ها و جمعیتهای آبزیان از اهمیت زیادی برخوردار است چرا که علاوه بر مدیریت زیر گونه ،هاگونه شناسایی
ها یا جمعیتهای پر های اصولی جهت حفاظت از گونهصحیح و بهره برداری مناسب موجب اجرای برنامه
ابتدا  در د.بازسازی ذخایر و همچنین ایجاد تنوع در تکثیر و پرورش این موجودات خواهد ش ،ارزش
مریستیک  رفومتریک ووبا استفاده از صفات م نژادها و ها، جمعیتهاارزیابی ساختار ذخایر، تشخیص گونه
توجه به حساسیت  گرفت. اما باهای مصنوعی صورت میگت و مثل طول بدن، تعداد فلس روی خط جانبی
دستکاری در نشانه گذاری بر رفومتریک و مریستیک به تغییرات محیطی و اثرات منفی وبالای صفات م
 های نشانه گذاری به زمان جمع آوری آنهااز طرفی محدود بودن تفسیر داده و سلامت و بقای ماهیان
، etilletasorciM از نشانگرهای مولکولی مثلپیشرفت علم استفاده )، 3002 ,sgnihctuH dna smadA(
د جهت شناسایی ساختار نباشمحیطی نمی ثر از فاکتورهایأکه مترا  و آلوزایم PLFR، PLFA، DPAR
توسعه روشهای مولکولی به تقویت مطالعات  ).1991 ,namyR( است ساختهژنتیکی ذخایر امکان پذیر 
سیستماتیک ماهیان کمک فراوانی کرده است. روشهای جدید برای سیستماتیک ماهیان صفات مناسب 
 های بندی تقسیم از بسیاری مولکولی کرد. روشهای جدیدی را برای آنالیز روابط ما بین گونه ها پیشنهاد
 سازند. در کل می آشکار نیز را آنها نادرست گروه بندی موارد در برخی کنند و می تأیید را مورفولوژیک
شناسایی  در روشهای مورفولوژیک است. اگر چه بالا مورفولوژیک مولکولی و روشهای بین هماهنگی
 گذشته . درهستندرو  روبه مشکل با آنها ما بین روابط و گونه شناسایی در ولی دندار خوبی عملکرد 3جنس
 فنوتیپها فقط و می شد انجام استقرا صورت به فقط ژنتیکی امکانات نبود دلیل به زایی گونه زمان دقیق تعین
 مکانیسم دنتوان می مورفولوژیک اختلافات حد چه تا که نبود مشخص رو این می کردند. از را مطالعه
ه ب فنوتیپی های داده از مستقیم به طور را نمی توان گونه یک ژنتیکی تنوع د.نده نشان را ژنتیکی داییج
 که علمی روشهای به شود. بنابراین می دقیق آنها و صحیح تفسیر مانع محیطی عوامل تأثیر زیرا آورد دست
شکاف و نقایص ژنتیک کمی را است. ژنتیک مولکولی و بیوشیمی  نیاز باشند آزمایشگاهی طرحهای پایه بر
-مولکولی در آبزیان می پر کرده و درک ما را از علل تغییرات کمی در سطح ژن بالا برده است. علم ژنتیک
کوشد با پرده برداری از سیما و ساختار ژنها نقش دقیق آنها را در آبزیان شناسایی و چگونگی تغییراتشان را 
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طبیعت کنترل صفات نه تنها دستاوردهای علمی عمده ای را در  در سطح مولکولی بررسی نماید. شناسایی
ی در آبزی پروری تشخیص و علل ایجاد جمعیتهای مختلف آبزیان به همراه داشته بلکه برنامه های اصلاح
مناسب هدایت خواهد نمود که این امر از طریق نشانگرها امکانپذیر است. ما با استفاده از  را به یک بازده
قادر  ANDژنتیکی مستقیماً روی تنوع ژنتیکی نگرش داشته و با شناسایی تنوع در سطح نشانگرهای 
خواهیم بود تفاوت صحیح ژنتیکی دو فرد را بررسی نماییم. روش مناسب، ترکیب اطلاعات حاصل از 
نسل و در نهایت  که سبب افزایش دقت، کاهش فاصله نشانگرهای ژنتیکی با روشهای آماری می باشد
صورت می گیرد، به دلیل دقت  ANDپاسخ به انتخاب می گردد. از آنجایی که این مطالعات بر روی افزایش 
و عدم  هاو امکان به کارگیری آنها در تمام مراحل زندگی، فراوانی آن ANDو سهولت تعیین نشانگرهای 
 هاینشانگر ربردکا بیشترین ، کاربرد و میزان موفقیتشان بسیار زیاد است.هاتأثیر شرایط محیطی بر آن
 درون و جمعیتها تمایز جغرافیایی ما بین آنالیز گونه ها و خصوصاً  پایین سطوح فیلوژنی آنالیز مولکولی،
گوناگونی از ژنها می باشند که عوامل  جمعیتها دارای مجموعه نبود. میسر گذشته در که است ها گونه
تن زیستگاه ها آب و هوایی و از بین رف مناسبنا مختلفی همچون فاصله نسل ها، صید بی رویه، شرایط
مؤثر آنها می گردد و این امر می تواند منجر به کاهش تنوع ژنتیکی ذخایر شود. وجود  موجب کاهش اندازه
ژنی هر جمعیت، ضامن بقای آن در روند انتخاب طبیعی است. در جمعیتهای کوچک به  در ذخیره تنوع
 وجود دارد که شانس بقای آن جمعیت را تحت تأثیر قرار ژنتیکیدلیل محدود بودن ذخیره ژنی امکان رانش 
می دهد. این امر خطر انقراض گونه ها را افزایش می دهد. تنوع ژنتیکی عامل تداوم حیات جانداران از 
جمله آبزیان در برابر تغییر شرایط گوناگون محیطی می باشد همچنین موجب ارتقاء ویژگیهای مهم و 
مله رشد، لقاح و مقاومت در برابر عوامل بیماریزا است. یکی از مشکلات امروز ذخایر اقتصادی آنان از ج
-اعم از ایجاد آلودگی ها، صید بی آبزیان در دنیا، کاهش تنوع ژنتیکی است که بر اثر فعالیتهای متعدد بشر
 te oahZ(رویه، تخریب زیستگاه ها، مسدود کردن مسیر مهاجرت و کاهش تکثیر طبیعی ایجاد شده است 
این است که کشورهای  3). از مصوبات کنوانسیون نظارت بر تجارت گونه های در حال انقراض ,.la5002
مشترک در یک اکوسیستم آبی باید هر یک از گونه های خود را بر اساس نتایج گشت دریایی، ارزیابی 
ن بر مبنای جمعیتهای شناسایی صید و مدیریت آ ده تعیین سهمیهذخایر کنند. لذا احتمال می رود که در آین
). اغلب گونه ها بیش از یک ذخیره دارند و 2002 ,iealokliG inavzeRشده از هر گونه، صورت پذیرد (
به حفظ تنوع مدیریت شیلاتی با برداشت پایا از ذخایر و یا ترکیب آنها (جهت تجدید جمعیتها)، می تواند 
 te namdlaWناسایی ذخایر از اصول مدیریت شیلاتی است (. در نتیجه، شنمایدکمک زیادی ژنتیکی ذخایر 
). به این منظور گسترش برنامه های مدیریتی و انجام فعالیتهای بازسازی ذخایر آبزیان هنگامی 9991 ,.la
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). بررسی 2002 ,.la te niLمفید است که ابتدا تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیتی آنها مطالعه و بررسی شود (
و تشخیص زیر گونه ها در آبزیان، توسط روشهای مختلفی انجام می گیرد که از آن جمله  ساختار جمعیتی
 ,.la te nomoloSزندگی، ریخت شناسی، نسبت ایزوتوپ ها در اتولیت ( تاریخچه می توان به مطالعه
ره و در نهایت شناسایی مولکولی و ژنتیکی اشا )6991 ,egdireveB dna llebpmaC)، نشانه گذاری (6002
تنوع ژنتیکی گونه ها می باشند  با اعتمادترین ابزار جهت مطالعه ANDدر حال حاضر نشانگرهای  کرد.
های دائمی قرار دارند زیرا عوامل گوناگون غییرات و جهش). اما مواد ژنتیکی در معرض ت5813(صفری، 
در  ANDلئوتیدهای فیزیکی و شیمیایی موجود در محیط درون و برون سلولی موجب جابجایی ترکیب نوک
هنگام همانندسازی می گردند. بنابراین در گونه های جانوری یا گیاهی، جمعیتها و نژادهای متفاوتی ایجاد 
می گردند که شناسایی آنها از روی صفات ظاهری امکان پذیر نیست. این تغییرات طبیعی که سبب 
دارند. دانستن میزان چند شکلی ژنتیکی نام  3گوناگونی در افراد یک جمعیت می شوند، چند شکلی ژنتیکی
در جمعیتهای محدود (مانند جمعیتهای پرورشی) حائز اهمیت است زیرا در جمعیتهای مذکور امکان تجمع 
یک دسته صفات بیشتر بوده و این امر می تواند شانس بقاء را در شرایط نامساعد محیطی مثل بیماریها و ... 
، موجودات زنده ANDهای  مروزه با استفاده از تفاوت توالی). ا8813 تحت الشعاع قرار دهد (قریب خانی،
را طبقه بندی نموده و به بررسی میزان تنوع در جمعیتهای آنها می پردازند. به طور معمول در توالی ژنوم یا 
بخشی از یک ژن، در گونه های مختلف یا حتی در افراد یک گونه، تفاوتهایی به چشم می خورد که هر چند 
ژنتیکی و زمان  به عنوان ملاکی جهت بررسی فاصله د ولی می توانندناین تفاوتها بسیار اندک می باش
تکاملی،  ظور مدل سازی و بازسازی تاریخچهانشقاق دو گونه به شمار روند. همچنین می توان از آنها به من
تقیم این تفاوتها به روش مسفرزندی و در نهایت ترسیم درخت فیلوژنی احتمالی استفاده کرد.  -رابطه جدی
مورد نظر و یا غیر مستقیم یعنی توسط نشانگرها تعیین می گردند (نقوی و  یعنی تعیین دقیق توالی قطعه
 ،تکنیکهای مولکولی در مطالعات زیستی از قبیل اصلاح نژاد آبزیاناستفاده از امروزه  ).6813همکاران، 
، تهیه بانک ژنی، شناخت جمعیتها و نژادهای مختلف، ی آنتشخیص بیماریها حتی قبل از بروز علائم ظاهر
علیرغم اهمیت اقتصادی و  ).5813است (صفری،  کردهکاربرد بسیار زیادی پیدا  …انتقال صفات و
ژنتیک جمعیت آنها در جامعی بر روی  تا کنون هیچ گونه مطالعه 1استراتژیک ماهی آزاد دریای خزر
ر حوضه جنوبی دریای خزر ایران انجام نشده است و از آنجا که جزء رودخانه های مهم محل مهاجرتشان د
مطالعات هر چه بیشتر بر روی جنبه  گونه های منحصر به فرد و به شدت در معرض خطر انقراض می باشد
 های مختلف زیست شناسی آن به منظور برنامه ریزی های آتی برای ارزیابی ذخایر، بازسازی ذخایر، نحوه
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و استفاده یا پرورش آن ضروری به نظر می رسد و می تواند نقش مؤثری در شناخت جمعیتها، بهره برداری 
 حفاظت و مدیریت این گونه داشته باشد. 
 بیان مسأله -1-2
بوده که  های مختلفه قدمت و تاریخچه طولانی و زیستگابزرگترین دریاچه شور کره زمین با دریای خزر 
گونه جانوری و  485). از لحاظ تنوع زیستی 4813(رسولی،  رده استاد کیک اکوسیستم آبی کم نظیر را ایج
گونه گیاهی در آن زندگی می کنند که تعدادی از گونه های جانوری و گیاهی از دریاهای سیاه  115بیش از 
گونه ماهی با اهمیت اقتصادی و تجاری در آن به بهره برداری  51راه یافته اند. در مجموع  آنو آزوف به 
از نظر کیفیت نها ماهی آزاد دریای خزر می باشد که یکی از مهمترین آ که) 0002 ,vonavIی رسد (م
) از 7813ژنتیکی (عبدلی و نادری، و همچنین حفظ ذخیره  )1891 ,veehcnazaK( گوشت، ارزش اقتصادی
پیشرفت ابزار و رشد جمعیت،  برخوردار می باشد اما امروزه عوامل مختلفی از جملهاهمیت و ارزش زیادی 
ادوات صید، صید بی رویه و غیر مجاز و ... باعث تهدید جمعیت و در مواردی کاهش موفقیت در بازسازی 
این ماهی را طبق معیارهای ) 0891( daoCمصنوعی شده است. ذخایر این گونه ارزشمند از طریق تکثیر 
تنوع  ).6813لی و نیک سیرت، انقراض قرار داد (عبد در لیست سرخ و در طبقه در معرض خطر NCUI
) و مدیریت تنوع ژنتیکی 6991 ,.la te nolliataBگونه ضروری است ( ژنتیکی برای بقای طولانی مدت یک
 ,.la te ralojuPدر موجودات، نیازمند ارزیابی ساختار ژنتیکی و تفکیک ذخایر گونه مورد نظر است (
ایر آبزیان در بسیاری از اکوسیستم های جهان، عمده شناخته شده در کاهش ذخ ). یکی از دلایل9002
و  آبی آن گونه می باشدتشکیل دهنده یک گونه در پهنه گسترش  یکسان تلقی نمودن جمعیتها و ذخایر
شاید علت اصلی آن عدم شناخت و درک ژنتیک جمعیت آبزیان توسط اکثر مدیران شیلاتی است 
اقتصادی ماهی آزاد دریای خزر                               از این رو با توجه به اهمیت ). 0991 ,nednevO(
در این مطالعه سعی شده است با نبود اطلاعات کافی درباره وضعیت ژنتیکی جمعیتهای موجود،  و در ایران
، تنوع ژنتیکی ANDtmمولکول  pooL -Dژن ناحیه  و توالی یابی ریز ماهوارهبهره گیری از روشهای 
  .بررسی گردددر پنج رودخانه حوضه جنوبی دریای خزر ایران جمعیت ماهی آزاد 
 اهمیت و ضرورت تحقیق -9-2
گونه ای گوشتخوار بوده که نقش حیاتی در برقراری اکوسیستم دریای خزر دارد و به  ماهی آزاد دریای خزر
تخمریزی دلیل تقاضای شدید بازار، صید بی رویه، افزایش آلودگی ها، تخریب زیستگاه ها و محلهای 
که در دهه ی طبیعی و ... طبیعی، احداث سد و پل و در نتیجه مسدود کردن مسیر مهاجرت، کاهش تخمریز
 134های گذشته اتفاق افتاده جمعیت آن به شدت کاهش پیدا کرده به نحوی که امروزه با میانگین رهاسازی 
ی بازسازی ودآن ترمیم و تا حد سال اخیر توسط سازمان شیلات ایران جمعیت 13هزار عدد بچه ماهی در 
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-هیان وجود دارد این سؤال مطرح میرهاسازی بچه ما از ایراداتی که در تولید و نحوهشده است. صرفنظر 
پراکنش خود یک جمعیت واحد است یا به جمعیتهای  ماهی آزاد دریای خزر در محدودهشود که آیا 
دی که به سایر رودخانه ها مهاجرت می کنند و از مختلفی تعلق دارد؟ آیا ذخایر آن دسته از ماهیان آزا
مولدین آنها در بازسازی ذخایر استفاده نمی شود و صید آنها کم و بیش در دریا صورت می گیرد را از 
در سالهای اخیر که استفاده از شیوه های گوناگون مطالعات ژنتیکی به روشی استاندارد  دست نخواهیم داد؟
ماهی آزاد  تنوع ژنتیکی جمعیتت، مطالعه یی جمعیتهای آبزیان مبدل شده اسو مطمئن در مطالعات پویا
در مهمترین رودخانه های  یکی از بازارپسندترین ماهیان حوضه جنوبی دریای خزر به عنواندریای خزر 
می تواند به شناسایی بیشتر ذخایر (چالوس، سردآبرود، چشمه کیله، کرگانرود و آستارا) مهاجرتشان محل 
کمک شایانی نماید. همچنین این مطالعه می تواند در مدیریت برداشت  آنماهی، احیاء و افزایش ذخایر  این
پایدار، حفظ تنوع زیستی و تکثیر و پرورش ماهی مذکور نقش بسزایی داشته باشد و در گامی فراتر، به 
ورد استفاده قرار گیرد. از عنوان الگو و مرجعی جهت مدیریت ذخایر دیگر ماهیان اقتصادی دریای خزر نیز م
سوی دیگر این مطالعه یکی از راههای علت یابی عدم موفقیت برنامه های بازسازی ذخایر سازمان شیلات 
 این ماهی بازسازی ذخایر نامهایران با اثبات وجود بیش از یک جمعیت می باشد که در صورت اثبات آن بر
 اهی دچار دگرگونی خواهد شد.از مرحله صید مولدین تا تکثیر و رهاسازی بچه م
 اهداف تحقیق -4-2
ریز این پژوهش در نظر دارد با استفاده از روش های نوین مولکولی به ویژه بهره گیری از تکنیک های 
 اهداف زیر را دنبال نماید: ANDtm) مولکول pooL -Dژن منطقه کنترل ( gnicneuqeS -RCP و ماهواره
(چالوس، جنوبی دریای خزر  تلف ماهی آزاد در پنج رودخانه حوضهمخشناسایی و تفکیک جمعیتهای  -3
 سردآبرود، چشمه کیله، کرگانرود و آستارا)
 در رودخانه های مورد مطالعهژنتیکی درون و بین جمعیتهای ماهی آزاد  اختلافتعیین تنوع و  -1
 های مورد مطالعه در رودخانهو شباهت ژنتیکی درون و بین جمعیتهای ماهی آزاد  فاصلهمحاسبه  -1
 در رودخانه های مورد مطالعهفیلوژنی بین جمعیتهای ماهی آزاد  تعیین رابطه -4
ماهی آزاد دریای خزر در رودخانه های مورد مطالعه  ANDtmمولکول  pooL -Dتوالی ژن ناحیه تعیین  -5
  knaB eneGو ثبت آنها در 
 اهی آزاد با استفاده از یافته های این تحقیقاصلاح برنامه های بازسازی ذخایر و بهره برداری م -7
 فرضیه های تحقیق -5-2
جنوبی دریای خزر  حوضهتنوع ژنتیکی ماهی آزاد  روش ریز ماهواره از کارایی لازم برای مطالعه -3
 برخوردار است.
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زاد ماهی آ تنوع ژنتیکی مطالعهکارایی لازم برای  از ANDtm مولکول pooL -Dناحیه توالی یابی ژن  -1
 جنوبی دریای خزر برخوردار است.  حوضه
 دارای تنوع ژنتیکی می باشد. مورد مطالعه رودخانه هایجنوبی دریای خزر در  ماهی آزاد حوضه -1
 دریای خزر -6-2
و  کیلومتر مکعب 11387حجم آب ، کیلومتر مربع 114871بالغ بربا مساحت ) 3-3(شکل دریای خزر 
 3لب شور دریاچهبزرگترین شرقی  64° 14′ تا 54° 15′ شمالی و 74° 7′ تا 61° 11′ مشخصات جغرافیایی آن
 %14حدود و  که در دورترین قسمت جنوب شرقی اروپا و مرز مشترک با قاره آسیا واقع شده استجهان 
 yonaytsoK ;4002 ,vokintolP dna nidalA( است را به خود اختصاص داده آبهای دریاچه های جهان
کیلومتر است که  1446و طول خط ساحلی آن حدود کیلومتر  514 این دریاعرض ). 5002 ,verasoK dna
کیلومتر آن در  1113شمالی ایران بوده و فقط حدود  متر آن مربوط به کشورهای همسایهکیلو 1115بیش از 
یران ایران واقع شده است و با حذف پیکره های آبی نظیر خلیج گرگان، طول خط ساحلی دریای خزر در ا
 13-13در قسمت شمالی  آنگودی  ).1813کیلومتر می رسد (دفتر طرح و توسعه شیلات،  147به بالغ بر 
سطح آب آن متر نیز می رسد.  5113خش جنوبی تا ب در ژرفترین نقطهمتر و  177متر، در بخش میانی تا 
 یباً یک سوم آب دریاهای آزادمتر از میانگین سطح دریاهای آزاد پایین تر بوده و میزان شوری آن تقر 81/5
، 1/5خزر شمالی، میانی و جنوبی به ترتیب  .)1813و اقیانوسها است (سازمان جغرافیایی نیروهای مسلح، 
 dna 3691 ,hctivekneZ( به خود اختصاص داده انددرصد از حجم آب این دریا را  56/6و  11/3
ی زیر ودخانه ها و آبهای سطحی، بارش، آبهار ،). منابع تأمین کننده آب دریای خزر7891 ,vomesahG
از طریق رودهایی که از خاک روسیه سرچشمه  آندرصد آب  53-73حدود زمینی و چشمه ها می باشند و 
(سازمان  شودرودخانه های ایران تأمین می توسط درصد آب این دریا  1-1تنها  و می گیرند تأمین می گردد
زر را تأمین ولگا بیشترین حجم آب شیرین ورودی به دریای خ دخانه). رو1813ی نیروهای مسلح، جغرافیای
 جنوبی دریای خزر رودی به این دریا می باشد. حوضهاز کل منابع آبی ودرصد  67/1می کند که حدود 
بیشتر این می باشد و استانهای مازندران و گلستان  دررودخانه  18استان گیلان و  دررودخانه  36 دارای
یکی  ).3691 ,hctivekneZ( اریک و کم عمق بوده و طول آنها از چند کیلومتر تجاوز نمی کندرودخانه ها ب
 dna verasoK( شیمیایی آن است -ای و شرایط فیزیکیهای دریای خزر تنوع گونهاز مهمترین ویژگی
 611عمقدر  6c°تا  متری 14عمق در  13c°دمای آب خزر جنوبی در زمستان از ). 4991 ,ayaksnolbaY
بهار حرارت آب در طبقات در  .کندتغییر می متری 116عمق در  6c°تا  در سطح 71c°در تابستان از و  متری
 dna nidalA( رودبالاتر مینیز  11c° و گاهی اوقات در سواحل شرقی ازمی رسد  41-81c°سطحی به 
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آب کاملاً شیرین در شوری، در قسمتهای مختلف آن متفاوت است به طوری که از  ).4002 ,vokintolP
 در بخش جنوبی متغیر است 3قسمت در هزار 13/6-13/1 ورودی رودهای بزرگ مانند دهانه ولگا تا
شرایط متغیر شوری باعث  .با افزایش عمق رابطه مستقیم دارد ) و4991 ,ayaksnolbaY dna verasoK(
و فراشور قادر به  1اوم به شوریهای آب شیرین، لب شور، مقشده به طوری که گونه افزایش تنوع جانوری
نیز  1هستند و به دلیل تشابه ترکیب یونی با آب دریاها، بسیاری از گونه های خالص دریاییدر آن  بقا
تنوع زیستی دریای خزر در تمامی  ).4002 ,vokintolP dna nidalA( توانند در این دریا زیست کنندمی
 ستا به شدت بالا آندر  4پایین اما میزان بومی زیستی شاخه های جانوری، در مقایسه با دیگر دریاها
آبریز خزر جنوبی و  مغذی از طریق رودخانه های حوضه سرازیر شدن مقادیر زیاد مواد). 5991 ,tnomuD(
کرده م تولیدات اولیه فراهم بودن درجه حرارت در این منطقه، شرایط اکولوژیکی مناسبی را برای تداو بالا
ت اولیه در نواحی غربی خزر جنوبی به مراتب بیشتر از نواحی شرقی آن می باشد نرخ تولیدااست و 
علاوه بر و یکی از مشاغل اصلی ساحل نشینان دریای خزر، صید و صیادی بوده  ).3691 ,hctivekneZ(
صیادان، گروهی از مردم از طریق ساخت و فروش ادوات صیادی و یا از طریق تجارت آبزیان، معیشت خود 
). تنوع گونه ای و فون ماهیان دریای خزر 7813ر ارتباط با دریای خزر و ذخایر آن می بینند (دریانبرد، را د
بسیار محدودتر از دریاهای آزاد بوده و بیشتر گونه های آن کوچک جثه و به شدت آسیب پذیر می باشند 
استحصال از ذخایر این دریا، ). بدین ترتیب بهره برداری و 7713و تقوی،  4333(آکادمی علوم قزاقستان، 
نیازمند مدیریت صحیح شیلاتی است که ضامن حفظ ذخایر و بهره برداری پایدار باشد و این مهم بدون 
 مطالعه خصوصیات بیولوژیکی، نیازهای اکولوژیکی و ارزیابی ذخایر حاصل نمی شود.
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 ):ptth//gro.aidemikiw.daolpu( دریای خزر -2-2شکل 
 تقسیمات زیر حوضه ای -2-6-2
کیلومتر مربع و مساحتی در حدود  113173/51در شمال ایران با وسعتی برابر واقع آبریز دریای خزر  حوضه
طول شرقی  35° تا  44° 5′عرض شمالی و نصف النهار  31° 54′ تا  51°مساحت کل کشور، بین مدار %13
-رود بزرگترین آنها می باشد. زیرکه سفید زیر حوضه تقسیم می شود 3این حوضه به . قرار گرفته است
تجن،  -حوضه های دیگر این حوضه به ترتیب وسعت عبارتند از: ارس، اترک، گرگانرود، چالوس، نکا
 ).1813بابلرود و هراز (سازمان جغرافیایی نیروهای مسلح،  -انزلی، تالار -طالش
 انزلي -الشط زیر حوضه -2-2-6-2
 ر وسعت هفتمین زیر حوضه از حوضهانزلی در شرق دریای خزر واقع شده و از نظ -طالش زیر حوضه
آبریز دریای خزر می باشد. حدود جغرافیایی آن از شمال به دریای خزر و خاک جمهوری آذربایجان، از 
رود سفید  ای ارس وحوضه سفید رود، از شرق به دریای خزر و از غرب به زیر حوضه ه جنوب به زیر
 عرض شمالی قرار دارد 81° 11′تا  61° 55′طول شرقی و  34° 14′تا  84° 11′محدود می گردد و بین 
کیلومتر مربع  8313/5کیلومتر مربع می باشد که از این مقدار  1336/5مساحت این زیر حوضه  .)1-3(شکل 
 3153/5متر،  118ح ارتفاعی صفر تا کیلومتر مربع در سطو 1531/5در سطوح ارتفاعی کمتر از صفر، 
 1141تا  1163کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی  738/5متر،  1163تا  118کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی 
کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی بالای  5متر و  1111تا  1141کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی  711/5متر و 
 37کیلومتر)، ماسوله ( 47ه های مهم آن می توان به سیاه رود (متر واقع شده است. از رودخان 1111
کیلومتر)،  15کیلومتر)، لومیر ( 35کیلومتر)، سیاه مزگی ( 55کیلومتر)، شفارود ( 17کیلومتر)، شاندرمن (
کیلومتر) اشاره  41کیلومتر) و آستاراچای ( 81کیلومتر)، کرگانرود ( 81کیلومتر)، پیشرودبار ( 64پسیخان (
 33
از نظر کیفیت آب، رودخانه های این زیر حوضه در ارتفاعات از مناطق بی کربناته  ).1-3د (شکل نمو
کلسیک، بی کربناته در سازندهای سیلیکاته و بی کربناته سولفاته به صورت پراکنده و ناپیوسته و در نواحی 
) (سازمان جغرافیایی 4-3پست از مناطق بی کربناته، کلروره و سولفاته بی کربناته عبور می کنند (شکل 
 ).1813نیروهای مسلح، 
                    
 انزلی  -توپوگرافی زیر حوضه طالش -9-2شکل                                    انزلی -طالش هیدرولوژی زیر حوضه -1-2شکل    
 
  انزلی -طالش کیفیت آب زیر حوضه -4-2شکل  
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  1آستاراچای -2-2-2-6-2
انزلی که در شمال مرکز شهرستان آستارا و در مرز ایران و  -خانه های مستقل زیر حوضه طالشاز رود
کیلومتری غرب،  71متر واقع در  7163جمهوری آذربایجان جریان دارد. از کوههای تویوخ با ارتفاع 
 31اقع در متر و 3131کیلومتری غرب و خان بلاغی با ارتفاع  33متر واقع در  5111آسبیناس با ارتفاع 
دریای  کیلومتری جنوب غربی شهر آستارا سرچشمه می گیرد و پس از مشروب ساختن آبادیهای مسیرش به
رودخانه نزولات جوی بوده و در جهت غرب به شرق جریان دارد. طول رودخانه  خزر می ریزد. منبع تغذیه
و در منطقه بی کربناته در  است دصد 1/6و در جلگه  %5کیلومتر، شیب متوسط بستر آن در کوهستان  41
 ).1813سازندهای سیلیکاته جریان دارد (سازمان جغرافیایی نیروهای مسلح، 
  2کرگانرود -1-2-2-6-2
انزلی که در غرب شهر هشتپر جریان دارد، دو رودخانه سوره  -از رودخانه های مستقل زیر حوضه طالش
ری شهر هشتپر به هم پیوسته و این رودخانه را کیلومت 11چای و سله یوردی در آبادی آق اولر واقع در 
نام دیگر این رودخانه . تشکیل می دهند و پس از مشروب ساختن آبادیهای مسیرش به دریای خزر می ریزد
کند. نیز دریافت می را 6و دش برو 5، رزه 4، وزنه سر1سوقوشان می باشد و در مسیر خود رودخانه های کلور
 81ت جوی بوده و در جهت غرب به شرق جریان دارد. طول رودخانه رودخانه نزولا کند. منبع تغذیه
است و در مناطق بی کربناته در سازندهای  %3و در جلگه  %1کیلومتر، شیب متوسط بستر آن در کوهستان 
سیلیکاته، بی کربناته کلسیک، بی کربناته و سولفاته بی کربناته جریان دارد (سازمان جغرافیایی نیروهای 
 ).1813مسلح، 
 چالوس زیر حوضه -1-2-6-2
چالوس در جنوب دریای خزر واقع شده و از نظر وسعت پنجمین زیر حوضه از آبریز دریای  زیر حوضه
مرکزی، از آبریز ایران  به دریای خزر، از جنوب به حوضه خزر می باشد. حدود جغرافیایی آن از شمال
 15° 11′تا  34° 14′محدود می گردد و بین رود شرق به زیر حوضه هراز و از غرب به زیر حوضه سفید
 71413مساحت این زیر حوضه .)5-3(شکل  شمالی قرار دارد عرض 71° 11′تا   61° 5′  طول شرقی و
کیلومتر مربع در  5331کیلومتر در سطوح ارتفاعی کمتر از صفر،  467کیلومتر مربع می باشد که از این مقدار 
کیلومتر  7111/5متر،  1163تا  118کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی  5611متر،  118سطوح ارتفاعی صفر تا 
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متر،  1111تا  1141کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی  8453متر،  1141تا  1163مربع در سطوح ارتفاعی 
کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی بالای  75/5متر و  1114تا  1111کیلومتر مربع در سطوح ارتفاعی  114
کیلومتر)،  17کیلومتر)، چالوس ( 18اقع شده است. از رودخانه های مهم آن می توان به پلرود (متر و 1114
کیلومتر)، چاک  84کیلومتر)، آلش رود ( 84کیلومتر)، واز رود ( 84کیلومتر)، شلمان رود ( 35لنگرود رود (
کیلومتر) اشاره نمود  14کیلومتر) و آزاد رود ( 44کیلومتر)، چالک رود ( 54کیلومتر)، کجور ( 74رود (
).از نظر کیفیت آب رودخانه های این زیر حوضه در ارتفاعات از مناطق بی کربناته کلسیک، بی 6-3(شکل 
کربناته سولفاته به صورت پراکنده و ناپیوسته و بی کربناته سولفاته در سازندهای سیلیکاته و در نواحی 
) (سازمان جغرافیایی نیروهای 7-3بور می کنند (شکل پست از مناطق بی کربناته و سولفاته بی کربناته ع
 ).1813مسلح، 
 
 توپوگرافی زیر حوضه چالوس  -6-2شکل                            هیدرلوژی زیر حوضه چالوس  -5-2شکل    
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  2چالوس -2-1-2-6-2
در جنوب مرکز شهرستان چالوس جریان دارد، شاخه های  چالوس که از رودخانه های مستقل زیر حوضه
کیلومتری جنوب شرقی شهر تنکابن و کوه  55متر واقع در  6881این رودخانه از کوه حصار چال با ارتفاع 
کیلومتری جنوب شهر چالوس سرچشمه می گیرد، در شمال آبادی  55متر واقع در  1341گوکول با ارتفاع 
این رودخانه پس از مشروب ساختن آبادیهای . دخانه چالوس را تشکیل می دهندانارک به هم پیوسته و رو
مسیرش از شهر چالوس عبور کرده و در بستر دلتایی خود به دریای خزر می ریزد. این رودخانه در مسیر 
. کندرا دریافت می 6و حیسک 5، خشک رود، آسیاب رود، برا رود4، اولی1، دونا رود1خود رودخانه های ایلکا
نزولات جوی بوده و در جهت جنوب غرب به شمال شرق جریان دارد. طول  ،منبع تغذیه ی رودخانه
است و در مناطق بی کربناته در  %3و در جلگه  %5کیلومتر، شیب متوسط بستر آن در کوهستان  17رودخانه 
پیوسته، بی کربناته و سازندهای سیلیکاته، بی کربناته کلسیک، بی کربناته سولفاته به صورت پراکنده و نا
 ).1813سولفاته بی کربناته جریان دارد (سازمان جغرافیایی نیروهای مسلح، 
  7چشمه کیله -1-1-2-6-2
چالوس که در جنوب غربی مرکز شهرستان تنکابن جریان دارد، دو از رودخانه های مستقل زیر حوضه 
کیلومتری جنوب شهر تنکابن به هم  53رودخانه دوهزار و سه هزار در آبادی پرده سر واقع در حدود 
این رودخانه پس از مشروب ساختن آبادیهای مسیرش از شهر  .پیوسته و این رودخانه را تشکیل می دهند
دریافت  تنکابن عبور کرده و به دریای خزر می ریزد. این رودخانه در مسیر خود رودخانه ی ولمرود را نیز
رودخانه  شعابات آن می باشند. منبع تغذیهیاب رود و ولی آباد از ان، آس8کیلهمی کند و رودخانه های گر کو 
کیلومتر و شیب متوسط  33نزولات جوی بوده و در جهت جنوب به شمال جریان دارد. طول رودخانه 
است و در مناطق بی کربناته کلسیک، بی کربناته و بی کربناته سولفاته جریان دارد (سازمان  %3بستر آن 
 ).1813وهای مسلح، جغرافیایی نیر
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  1سرداب رود -9-1-2-6-2
چالوس که در جنوب غرب مرکز شهرستان چالوس جریان دارد، از کوه  مستقل زیر حوضه یها از رودخانه
کیلومتری جنوب غربی شهر چالوس سرچشمه می گیرد و پس از  11متر واقع در  1111ولار با ارتفاع 
این رودخانه در ابتدای مسیر با نام رودخانه . خزر می ریزدمشروب ساختن آبادیهای مسیرش به دریای 
جریان دارد و در مسیر خود رودخانه ملک جوب را  1واتذسرداب رود و در انتهای مسیر با نام رودخانه 
رودخانه نزولات جوی بوده و در جهت جنوب غرب به شمال شرق جریان  می کند. منبع تغذیه دریافت
 %4، در کوهستان %1لومتر، شیب متوسط بستر آن در دشت کوهستانی کلاردشت کی 31دارد. طول رودخانه 
است و در مناطق بی کربناته سولفاته به صورت پراکنده و ناپیوسته، بی کربناته و سولفاته بی  %3و در جلگه 
 ).1813کربناته جریان دارد (سازمان جغرافیایی نیروهای مسلح، 
 ماهیان دریای خزر -1-6-2
ر به دلیل دارا بودن گونه های با ارزش ماهیان خاویاری و استخوانی از اهمیت خاص اکولوژیکی دریای خز
فون ماهیان دریای خزر در مقایسه با آبهای آزاد از تنوع کمتری می باشد. و اقتصادی در دنیا برخوردار 
-دت آسیب پذیر میکوچک جثه و به ش ) و بیشتر منابع آن4333برخوردار بوده (آکادمی علوم قزاقستان، 
-ان زندگی خود را در دریا سپری می). به جز کفال ماهیان و کیلکا ماهیان که تمام دور7713باشند (تقوی، 
کنند، بیشتر ماهیان استخوانی در زمان تولید مثل به رودخانه های منتهی به دریای خزر مهاجرت کرده و 
ماهیان  ).5813مهاجرت می کنند (وثوقی و مستجیر،  این ماهیان بعد از نمو اولیه مجدداً به دریا هایلارو
 ):3691 ,hctivekneZدریای خزر با توجه به جنبه های اکولوژیکی به چهار گروه تقسیم می شوند (
                        دریایی مانند کفال ماهیان و کیلکا ماهیان ماهیان -3
 ماهیان رود کوچ مانند آزاد ماهیان -1
                           ه مهاجر مانند ماهی سفیدماهیان نیم -1
 ماهیان رودخانه ای مانند اردک ماهی -4
گونه و زیر گونه ماهی را  113)، نزدیک به 1891( veehcnazaKگونه و زیر گونه و  453)، 5691( greB
گونه  113ریز آن فون ماهیان دریای خزر به غیر از حوضه آب 1333دریای خزر معرفی کردند. در سال برای 
ه فون ماهیان دریای خزر مطالعات انجام شد ). طبق آخرین8713و زیر گونه گزارش شد (رضوی صیاد، 
گونه  37جنس و  15در حال حاضر با در نظر گرفتن ماهیان غیر بومی ). 8991 ,PECمی باشد (گونه  613
کپور یی شده است که در این بین شناسا راسته می باشند در دریای خزر 13خانواده و  83که متعلق به 
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ماهیان و گاو ماهیان به لحاظ تعداد جنس و گونه متنوع ترین خانواده ها می باشند. ماهیان شناسایی شده 
از آنها را ماهیان مهاجر از دریا به  %11اغلب ساکن آب شیرین (رودخانه ها و تالاب ها) می باشند و حدود 
از گونه  %73ر بومی در سالهای اخیر در خزر افزایش یافته و حدود رودخانه تشکیل می دهند. ماهیان غی
). تمامی ماهیان استخوانی موجود در 7813را به خود اختصاص داده اند (عبدلی و نادری،  های این منطقه
، فیتوفاگ، کپور سرگنده ه تعدادی از ماهیان از قبیل آموردریای خزر بومی این دریا نبوده و در سالهای گذشت
خانواده کفال ماهیان، پهن  سه). در واقع 3713کفال به این دریا معرفی و پیوند زده شده اند (شریعتی،  و
ماهیان و گامبوزیا یا کپور ماهیان دندان دار زنده زا به وسیله انسان به دریای خزر معرفی گردیدند 
از  %41داری اقتصادی دارند و ابلیت بهره برخزر قدریای از گونه های ماهیان  %44 ).3691 ,hctivekneZ(
-به لحاظ حفاظتی دارای ارزش ویژه انحصاری این دریا بوده و در سایر نقاط دنیا وجود ندارند بنابراین آنها
ای بوده ضمن اینکه از خصوصیات ویژه این اکوسیتم منحصر به فرد هستند و می بایست نسبت به حفاظت 
ین گونه ها هستند که خانواده ده از ماهیان دریای خزر دارای اخانوا 8تمهیدات خاصی صورت گیرد.  هااز آن
طی سالهای ). 7813(عبدلی و نادری،  دنمی باش 3دارای بیشترین تعداد گونه انحصاری %14گاو ماهیان با 
متمادی، ترکیب گونه ای ماهیان استخوانی دریای خزر دچار تغییرات زیادی شده است که مهمترین عامل آن 
ثیر فعالیتهای انسانی می باشد. احداث سد در رودخانه های منتهی به دریای خزر، صید بی رویه دخالت و تأ
و استحصال از ذخایر، آلودگی رودخانه ها، برداشت بیش از حد شن و ماسه از مصب رودخانه ها و تخریب 
خزر از  مناطق چراگاهی، برداشت بیش از حد آب رودخانه ها در فصل زراعت و کاهش سطح آب دریای
گذشته از نظر کمی و کیفی  ماهیان استخوانی را در چند دهه مهمترین عواملی می باشند که ترکیب گونه ای
به دنبال کاهش شدید صید ماهیان استخوانی، اقدامات اولیه برای بازسازی است. شدیداً تحت تأثیر قرار داده 
هر  گردید.آغاز توسط سازمان شیلات ایران  وفنظیر آزاد، سفید، کلمه، سیم و س مصنوعی ذخایر این ماهیان
افزایش نسبی یافته به دلیل بازسازی مصنوعی ذخایر آنها چند که در چند سال اخیر صید ماهیان استخوانی 
یان استخوانی گونه ماهی سفید، کفال طلایی و کپور می باشد و ذخایر سایر ماه 1است ولی غالبیت صید با 
ه ها نیز در معرض خطر کلمه و ... به شدت کاهش یافته و برخی از گون آزاد، ماش،نظیر سیم، سس، 
بر اساس طبقه بندی مؤسسه جهانی حفاظت از  ).7813(دریانبرد و همکاران،  انقراض نسل می باشند
 %61زمند حفاظت بوده و تنها نیا %31و از گونه های خزر شدیداً در معرض خطر انقراض  %6، 1طبیعت
 ).7813(عبدلی و نادری،  وضعیت خوبی دارند
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 2آزاد ماهیان -2-1-6-2
  آزاد ماهیان خصوصیات خانواده -2-2-1-6-2
از جمله ماهیان استخوانی هستند که در اثر تکامل شعاع بالگان به وجود آمده اند (کریم پور و  آزاد ماهیان
ا می باشند و پرورش آنها ). همچنین از مهمترین گونه های پرورشی ماهیان در سراسر دنی7613حسین پور، 
ماهیانی که به این تیره ). 1002 ,nosdlanoD dna eeLقرنهاست که در جوامع مختلف در حال انجام است (
تعلق دارند ماهیانی در اندازه های بزرگ و متوسط هستند. فرم بدن دراز و از فلسهای متراکمی پوشیده شده 
در آنها بی حرکت است. دهان  2ند، استخوان پیش فکیاست. روی سر فلس ندارند، دارای خط جانبی هست
معمولاً مخروطی است و به ندرت در بعضی از فرمها زیرین یا بالایی می باشد. نمو دندانها مختلف است، 
جدا هستند. شعاع آبششی بین  asumhtsIگاهی فاقد دندانند و گاهی پرده های آبششی متصل نیستند و از 
آبششی در جنسهای مختلف متفاوت است. همگی باله چربی دارند. باله پشتی  عدد است. میله های 13-13
دمی معمولاً دارای فرورفتگی است و کمتر بریده شده است. شکم  ولاً در وسط پشت قرار دارد، بالهمعم
و تخمریزی آنها در آب شیرین  بدون کیل و دارای انحنا می باشد. دارای کیسه شنا هستند که بزرگ است
). ماهیان ماده این خانواده فاقد مجرای تخم بر 5813و وثوقی و مستجیر،  6513می گیرد (بریمانی، صورت 
-ز مجرای تناسلی به خارج هدایت میمی باشند و تخم پس از رسیدگی در حفره شکمی افتاده و سپس ا
نی از بدن آن ها را به آسادر زیر شکم ماهی مولد رسیده، تخمشود. از این رو می توان با کشیدن دست 
-خمریزی از دریا وارد آب شیرین میکه برای ت 1رو لاآزاد ماهیان، ماهیان مهاجر با دهدر خانواخارج نمود. 
نیز در بین آنها یافت می شوند که در آبهای رودخانه ها   4روماهیان مهاجر رود شوند وجود دارند. به علاوه 
ندگی خود که آب شیرین است، مهاجرتهایی به و دریاچه ها زندگی می کنند و فقط در همان محل ز
قسمتهای بالاتر انجام می دهند. ماهیان این خانواده در آبهای سرد با اکسیژن فراوان زندگی می کنند و در 
بر حسب شرایط محلی ایجاد شده اند  در میان آنها، نژادهای مختلف پاییز و زمستان تخمریزی می نمایند.
و به همین جهت شناسایی آنها به دلیل تنوع  زندگی با هم متفاوت هستند بدن و نحوه که از نظر شکل
 باشندمی ماهیان این خانواده از نظر اقتصادی بسیار با ارزش و دارای گوشتی لذیذ زیادشان مشکل می نماید.
ضی ) و وجود بع8-3). آزاد ماهیان به گونه های ماهیان شمالی تعلق دارند (شکل 5813(وثوقی و مستجیر، 
در دریاهای سیاه، مازندران و آرال به دلیل ارتباطی است که این دریاها در گذشته با دریاهای شمالی آنها از 
، ohcuH، omlaSجنس به نامهای  6خانواده آزاد ماهیان دارای ). 6513داشته اند (بریمانی، 
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) و 5813، تجیرمسو (وثوقی می باشند  sudonetSو  sunilevlaS، sumyhtomlaS، suhcnyhrocnO
 از جنس های موجود در ایران هستند sunilevlaSو  omlaS، suhcnyhrohcnO، sudonetS، sunogeroC
(ستاری و  می توان به موارد ذیل اشاره نمودموجود در ایران گونه های از ). 1813(ستاری و همکاران، 
 ):1813همکاران، 
 )8571 ,sueanniL( suteraval sunogeroC -
 )8571 ,sueanniL( suteraval sunogeroC -
 )2771 ,tdeatsenedluG( syhthcicuel sudonetS -
 )2971 ,muablaW( ssikym suhcnyhrocnO -
 )2971 ,muablaW( ahcsubrog suhcnyhrocnO -
 )2971 ,muablaW( atek suhcnyhrocnO -
 )2971 ,muablaW( hctusik suhcnyhrocnO -
 )4181 ,llihctiM( silanitnof sunilevlaS -
 ):1813(ستاری و همکاران،  عبارتند ازنیز زیر گونه های موجود در ایران و 
 )7781 ,relsseK( suipsac atturt omlaS -
 )8571 ,sueanniL( oiraf atturt omlaS -
 
 
 پراکنش جغرافیایی آزاد ماهیان در جهان -8-2شکل 
 omlaSجنس خصوصیات  -1-2-1-6-2
ال آرواره زیرین به جمجمه در عقب خط قائمه کناره عقبی چشمها در جنس سالمو دهان بزرگ است. اتص
دراز و  3می رسد و یا از آن می گذرد. استخوان وومر قائمه کناره عقبی چشم خطبالایی تا آرواره  است.
عدد است. باله های  111تا  113فلسها درشت نیستند و تعداد آنها در طول خط جانبی از  باریک است.
شعاع باله ندارند. در تخمریزی فرم جمجمه، آرواره ها،  13-13عمولاً کوتاهند و بیش از مخرجی و پشتی م
  ).6513می کند و این تغییرات فرم در ماهی نر بیش از ماده است (بریمانی،  دندانها و ... به شدت تغییر
 ماهي آزاد دریای خزر -1-1-6-2
در واقع نوعی  suipsac atturt omlaSنام علمی  با )3-3(شکل  ماهی آزاد حوضه جنوبی دریای خزر ایران
قزل آلای قهوه ای است که به خاطر جثه بزرگ و محیط زیست دریایی آن، به ماهی آزاد دریای خزر 
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تعلق  omlaSو جنس  eadinomlaS، خانواده semrofinomlaSبه راسته ) و 4613معروف گردیده (عمادی، 
 ). 4891 ,greBدارد (
 
 آزاد حوضه جنوبی دریای خزر ایرانماهی  -3-2شکل 
 رده بندی -2-1-1-6-2
 atadrohC :mulyhP
 seyhthcietsO :ssalC
 semrofinomlaS :redrO
 5181 ,euqsenifaR eadinomlaS :ylimaF
 8571 ,sueanniL omlaS :suneG
 8571 ,sueanniL atturt omlaS :seicepS
 atturt omlaS ;7981 ,iiksiarvaK suipsac atturt omlaS ;7781 ,relsseK suipsac omlaS :smynonyS
 9391 ,nivahzreD suipsac omlaS ;4391 ,nivahzreD suipsac oiraf omlaS ;6191 ,greB xarbal
 ipsaK :nainemkruT ;ytrabla yipsak :hkazaK ;sosol yiksiipsak :naissuR :seman nommoC
 ;iam-tazA :nainarI ;tabla ,zegara ,iamtaza ,gylab lyzyg :inajiabrezA ;)ajmuk( ysyhamtaza
 tuort naipsaC :hsilgnE
 خصوصیات ظاهری  -1-1-1-6-2
بدن کشیده و از طرفین کمی فشرده است و به رنگهای مختلف دیده می شود، به طوری که در پهلوها 
روشن تا بنفش تیره و قسمت پشتی به رنگ زیتونی تیره است. سطح بدن دارای لکه های تیره ای به حالت 
پوزه کشیده و های رنگی می باشند.  باله های پشتی و مخرجی نیز دارای لکهضربدر یا صلیب مانند است. 
 درصد از طول بدن را تشکیل می دهد. 73/5-11/3فکین نیز مجهز به دندان است. طول سر در ماهی بالغ، 
عدد است و بر روی  33-33 بین خط جانبیچربی و  بالهبدن پوشیده از فلس است. تعداد فلس های بین 
پشتی است که اولین باله پشتی  شود. دارای دو باله میفلس دیده  333، 51-31/11-11، 113خط جانبی 
 3پشتی یا باله چربی ) و دومین بالهIII :D–8 / VI-01( عدد شعاع نرم 8-13عدد شعاع سخت و  1-4دارای 
 III-II :Aعدد شعاع نرم ( 7-3عدد شعاع سخت و  1-1مخرجی دارای  بدون شعاع سخت و نرم است. باله
) می باشد. در اولین 8-7 / I :Vعدد شعاع نرم ( 7-8یک عدد شعاع سخت و ) و باله شکمی دارای 9-7 /
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). در 4891 ,greBعدد است ( 83-11عدد خار آبششی است اما رقم معمول آن  63-11کمان آبششی دارای 
نیز شکمی است. باله های پشتی و مخرجی  باله طول نمونه های بالغ، طول باله سینه ای تقریباً دو برابر
خزر دارای سه زیر گونه است و زیر  این ماهی در دریای ).b8691 ,kaP diraF( می باشندنقاط رنگی دارای 
گونه ای که بیشتر در سواحل ایران مشاهده می گردد بسیار کوچکتر از ماهی آزاد کورا بوده وزن متوسط آن 
). 6513اشد (بریمانی، گرم می ب 11113سانتیمتر و حداکثر وزن آن نیز  133گرم، حداکثر طول آن  1181
) به ترتیب b8691( kaP diraFدامنه طولی و وزنی ماهیان آزاد ماده در سواحل ایران بر اساس گزارش 
می باشد  )گرم 7684گرم (میانگین  1113-17713) و n= 643سانتیمتر،  77/6میانگین سانتیمتر ( 15-513
 ).4613(عمادی، 
 جغرافیایي پراکنش -9-1-1-6-2
هزار سال قبل به دریای خزر راه  13-53عنوان نمود که ماهی آزاد دریای سفید حدود )، b8691( kaP diraF
). ماهی آزاد در 4613یافته و از آنجا به دو طریق مختلف به دریاهای سیاه و آرال نفوذ کرده است (عمادی، 
ین ماهی دریازی . ا)13-3(شکل  و شمالی دریای خزر پراکنش داردجنوبی، غربی ایران در قسمتهای 
رودکوچ بوده و در ایران برای تخمریزی به رودخانه های استان های گیلان، مازندران از جمله آستارا، 
کرگانرود، شفارود، ناورود، سفیدرود، صفارود، تنکابن، سردآبرود، چالوس، بابل رود و ... وارد می شود 
 ).0891 ,tuortnamrA ;9991 ,.la te ibaiK؛ 8713(عباسی و همکاران، 
 
 ).wwwgro.tnemnorivnenaipsac( ایرانحوضه جنوبی دریای خزر ماهی آزاد جغرافیایی پراکنش  -12-2شکل 
 زیستگاه -4-1-1-6-2
ا تغذیه و رشد سال در دری 1-5ماهی آزاد بیشتر عمر خود را در دریا سپری می کند. پس از ورود به دریا، 
 ).7613کرده و پس از رسیدن به سن بلوغ به رودخانه مادری مهاجرت می کند (کریم پور و حسین پور، 
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 تغذیه  -5-1-1-6-2
کنند ریز آبزی مانند ماهی را شکار می آزاد ماهیان شکارچی و دارای رژیم گوشتخواری می باشند و جانوران
). تغذیه بچه ماهیان آزاد در طبیعت ابتدا از زئوپلانکتون ها، لارو حشراتی gro.esabhsif.wwwبلعند (و می
-، پاروپایان، کرمها و سپس از بچهeadimonorihC، eadirammaG، aretporemehpE، aretpocelPچون: 
-ماهیان، شگکیلکا ماهیان، گل آذین  ماهیان ریز انجام می گیرد و پس از ورود به دریا از انواع ماهیان نظیر
 ).1891 ,veehcnazaKسایر بچه ماهیان و کفزیان تغذیه می کنند ( ،ان جوانماهی
 تولید مثل  -6-1-1-6-2
ماهیان آزاد  %54). 1891 ,veehcnazaK( سالگی بالغ می شوند 5سالگی و حداکثر  1-4ماهیان آزاد در سن 
آنها را ماهیان ماده تشکیل می دهند. بدین ترتیب نسبت  درصد 15-55 مهاجر به رودخانه ها را ماهیان نر و
تقریباً متعادلی از ماهیان نر و ماده جهت تکثیر به رودخانه ها کوچ می نمایند (کریم پور و حسین پور، 
مکان مناسب رودخانه برای تکثیر طببیعی این ماهی باید دارای مشخصاتی نظیر آب زلال، خنک، ). 7613
از اکسیژن و بستر سنگریزه ای و شنی (منطقه اپی لیتورال رودخانه) باشد. در چنین مکانی، ماهی نر سرشار 
به حفر گودال می پردازد و ماهی ماده تخمکهای خود را در آن ریخته با استفاده از باله سینه ای و دمی خود 
به ). 1891 ,veehcnazaKو سپس ماهی نر اسپرم ریزی نموده و روی تخمها را با ماسه می پوشاند (
 مولدین ماهی آزاد حوضه). 7813گفته می شود (عبدلی و نادری،  3رد اًتخمهای زیر شن و ماسه اصطلاح
-می و اشباع از نظر اکسیژنی بسته به شرایط رودخانه تکثیر 4-13c° جنوبی دریای خزر ایران در آب با دمای
 اعث مرگ و میر تخمها می شود. ماهیان بالغ تا دمایب 53c°). دمای بالای 1813، و همکاران (ستاریکنند 
 باشدمی  13/4-73/6c°و دمای ترجیحی  83-41c°زنده مانده و دمای مطلوب برای آنها بین  31c°
بر ). 4713بهرامیان، می نامند ( 2آزاد ماهیان تخمریزی کرده را کلت )..wwwgro.tnemnorivnenaipsaC(
میرد ایران می شود پس از تخمریزی نمی زیر گونه ای که وارد رودخانه های ،خلاف سایر آزاد ماهیان واقعی
عدد  1131-11513وری ماهی آزاد در رودخانه های ایران بین همابلکه مجدداً به دریا مراجعت می نماید. 
میلیمتر و حداقل و حداکثر قطر تخم  5/3توسط آنها تخمهای این ماهی درشت بوده، قطر م تخم می باشد.
-55مدت زمان انکوباسیون تخمها بسته به شرایط دمای آب  .میلیمتر می باشد 6/3و  1/4گزارش شده نیز 
از میان  روها اوایل بهار از تخم خارج شده و). لا1891 ,veehcnazaK( شبانه روز طول می کشد 11
 1تغذیه می شوند که در این حالت به آنها پار هفته آماده 1-4و بعد از  )elAnivمی آیند ( سنگریزه ها بیرون
کنند سپس تغییر رنگ داده و  سال در آب شیرین می مانند، تغذیه می 1-1گفته می شود. پارها به مدت 
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 می شوند و از نظر فیزیولوژیکی آمادگی ورود به آب شور را پیدا می کنند که در این حالت به آنهاشفاف 
گفته می شود. اسمولت ها در ماههای خرداد، تیر و مرداد به طرف دریا مهاجرت می کنند و  3اسمولت
سال در دریا به طرف رودخانه  1-1فواصل زیادی را در دریا پیموده، تغذیه نموده و پس از گذراندن 
 گفته می شود 2سالمونمهاجرت نموده و هنگام رسیدن به رودخانه تغذیه نمی کنند که در این حالت به آنها 
 dna driaL() 33-3(شکل چرخه زندگی آزاد ماهیان به صورت زیر می باشد  ).4713(بهرامیان، 
 ):8891 ,mahldeeN
 renwapS  tludA  tlomS  rraP  yrF  nivelA  ggE
 
 )gro.gniledomepacsaes.www( چرخه زندگی آزاد ماهیان -22-2شکل 
 مهاجرت  -7-1-1-6-2
این ). 6513می باشد (بریمانی، و بومی دریای خزر  ی آزاد دریای خزر از جمله ماهیان مهاجر رود روماه
آبان ماه انجام  5شهریور تا  53ماهی دارای دو فرم بهاره و پاییزه می باشد. مهاجرت پاییزه این ماهی از 
کوچک سواحل جنوبی دریای گرفته و برای تخمریزی به رودخانه های کورا، ترک، سامور و رودخانه های 
ولی در رودخانه های  نمایدخزر از جمله: آستارا، کرگانرود، شفارود، ناورود و به ویژه تنکابن مهاجرت می 
ی اسفند و فروردین انجام می گیرد و مهاجرت بهاره نیز در ماهها ولگا و اورال به ندرت دیده می شود.
های ماهی %17حدود  چندین ماه را در آنجا به سر می برد. ماهیان خود را به قسمتهای بالادست رسانیده و
 %11آزاد که جهت تخمریزی به رودخانه های ایران کوچ می کنند دارای مهاجرت پاییزه (تخمدان رسیده) و 
مهاجرین پاییزه از اهمیت بیشتری برای زادآوری و تأمین ذخایر . دارای مهاجرت بهاره (نارس) می باشند
 دکتر طوری که امروزه مولدین مورد استفاده در مرکز تکثیر و پرورش آزاد ماهیان شهیدبرخوردارند، به 
باهنر کلاردشت از این دسته اند و مهاجرین بهاره به دلیل عدم سازش پذیری با محیط مصنوعی (شرایط 
ت آزاد بچه ماهیان اسمول مهاجرت). 7613(کریم پور و حسین پور، کارگاهی) فاقد این امتیاز می باشند 
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 افتدایران به داغستان اتفاق می  جنوبی دریای خزر ایران از سواحل حوضه
 ).gro.tnemnorivnenaipsaC.www(
 ارزش اقتصادی -8-1-1-6-2
ن حفظ ) و همچنی1891 ,veehcnazaKاز نظر کیفیت گوشت، ارزش اقتصادی ( ماهی آزاد دریای خزر
و کاملاً با فرهنگ و  ) از اهمیت و ارزش زیادی برخوردار می باشد7813ذخیره ژنتیکی (عبدلی و نادری، 
در  که گرانترین ماهی از نظر ارزش واحد طوریه سازگاری پیدا کرده بکشور قه مردم استانهای شمالی ئذا
ماهی آزاد  ر کیلوگرم گوشته قیمت فروش 3-3جدول  ).4713(بهرامیان،  محسوب می گردد کشور شمال
تنکابن نشان  ستاندر بازار ماهی فروشان شهررا به تفکیک جنس  3313و  1313در سالهای  دریای خزر
در اوایل و می باشد و  3313مربوط به سال  این ماهیجنس های نر و ماده بیشترین قیمت فروش دهد. می
 رین قیمت فروش می باشد.اواخر فصل صید به دلیل عرضه کم در بازار دارای بالات
   3313و  1313قیمت هر کیلوگرم گوشت ماهی آزاد دریای خزر در بازار ماهی فروشان تنکابن طی سالهای  -2-2جدول 
 (ریال) کمترین قیمت  (ریال) بیشترین قیمت جنس ماهي سال صید
 111155 1111113 ماده 1392
 111157 1111153 نر
 111117 1111663 ماده 2392
 111113 1111333 نر
 
 صید -3-1-1-6-2
میزان صید  3313-13علمی آمار صید سازمان شیلات ایران در سال صیادی  بر اساس گزارش های کمیته
میزان  13-3شکل  تن بوده است. 1/1و  1/1در استانهای مازندران و گیلان به ترتیب ماهی آزاد دریای خزر 
که بیشترین  را نشان می دهد 3313-13تا  3713-18ره برداری صید ماهی آزاد دریای خزر طی سالهای به
 بوده است. تن  43/5به میزان  1813-18میزان صید انجام شده مربوط به سال بهره برداری 
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  3713-3313سالهای بهره برداری  میزان صید ماهی آزاد دریای خزر طی -12-2شکل 
 )لمی آمار صید سازمان شیلات ایرانهای کمیته عگزارش (
 عوامل مؤثر بر کاهش ذخایر  -12-1-1-6-2
رودخانه های بسیاری در ایران میزبان کوچندگان ماهی آزاد برای تکثیر بوده اند که رودخانه های در گذشته 
از آن ، شیرود، صفارود، ناورود، شفارود، کرگانرود و آستارا چشمه کیلهچالوس، سردآبرود، کاظم رود، 
رشد جمعیت و پیشرفت ابزار و ادوات صید (بهرامیان، در سالهای اخیر اما ). 1813جمله بوده اند (بهرامیان، 
، 1813، جمالزاده، 3713، شکیبی دریاکناری، 5813صید بی رویه و غیر مجاز (وثوقی و مستجیر، )، 6713
)، آلودگی دریاها و منابع آبی، از بین رفتن زیستگاه ها و gro.esabhsif.wwwو  6813عبدلی و نیک سیرت، 
)، کاهش 6813و عبدلی و نیک سیرت،  1813، جمالزاده، 5813مناطق طبیعی تخمریزی (وثوقی و مستجیر، 
شکیبی )، برداشت شن و ماسه و ایجاد تغییرات در مسیر و بستر رودخانه (1813نزولات آسمانی (بهرامیان، 
)، موانع موجود بر سر راه مهاجرت از دریا به رودخانه ها در gro.esabhsif.wwwو  3713 دریاکناری،
، 5813و در نتیجه مسدود شدن مسیر مهاجرت (وثوقی و مستجیر،  نظیر پل ها و سدها هنگام تخمریزی
ورود فاضلابهای خانگی، کشاورزی )، gro.esabhsif.wwwو  6813ت، ، عبدلی و نیک سیر1813جمالزاده، 
ی شدن رودخانه های )، سیلاب1813و جمالزاده،  3713به آب رودخانه ها (شکیبی دریاکناری،  و صنعتی
عدم )، 6713(بهرامیان، پرندگان مهاجر ماهیخوار جنوبی دریای خزر در فصل تکثیر،  منتهی به حوضه
ضعف اجرایی  )،1813رهاسازی بچه ماهیان (جمالزاده،  و رودخانهنظارت لازم بر حفاظت دریا و 
محدودیت نرخ تکثیر مصنوعی )، 6713سازمانهای ذیربط و عدم هماهنگی های لازم در این زمینه (بهرامیان، 
)، تلاش در دستکاری ژنتیکی و دورگه گیری و احتمالاً نقص در تکامل مکانیزم های gro.esabhsif.www(
فیزیولوژیک مربوط به فرآیند اسمولت شدن طی تکثیر مصنوعی به علت غیاب عوامل اکولوژیک مؤثر در 
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) باعث تهدید جمعیت و در مواردی کاهش موفقیت در 6813های مصنوعی (عبدلی و نیک سیرت، محیط
)، این ماهی را طبق 0891( daoC است. زی ذخایر این گونه ارزشمند از طریق تکثیر مصنوعی شدهبازسا
قرار داد (عبدلی و نیک سیرت،  3و در طبقه در معرض خطر انقراض قرمزدر لیست  NCUIمعیارهای 
ود، رودخانه در طول کرانه جنوبی دریای خزر ایران از جمله (سردآبر 4-5). در حال حاضر حدود 6813
، شفارود و کرگانرود) محل اصلی مهاجرت این ماهی می باشند و اگر در حفظ و چشمه کیلهچالوس، 
مراقبت از شرایط زیستی این رودخانه ها کوشش و برنامه ریزی به عمل نیاید، چه بسا در آینده ممکن است 
کاهش میزان  ).1813امیان، این رودخانه ها نیز شانس میزبانی کوچندگان ماهی آزاد را نداشته باشند (بهر
آزاد ماهیان شهید دکتر باهنر کلاردشت در سالهای تکثیر و پرورش مرکز توسط صید مولدین ماهی آزاد 
اخیر باعث بروز مشکلات جدی در امر تکثیر مصنوعی و بازسازی ذخایر این ماهیان با ارزش شده است 
کاسته شدن میزان رهاسازی بچه ماهیان تولید شده خود سبب  ) و این مسأله به نوبه8813همکاران، (رهبر و 
در رودخانه های مورد نظر می شود. از طرف دیگر این کاهش صید سبب شده که در فصل تکثیر از توان 
تکثیر تعداد معدودی از مولدین استفاده شود که خطر کاهش تنوع ژنی این ماهیان را در آینده به دنبال دارد 
ibaiK  teقرار دارد ( 2گونه در فهرست ماهیان به شدت در معرض خطر انقراض به طوری که هم اکنون این
 ).9991 ,.la
 راهکارهای حفاظتي و بازسازی ذخایر -22-1-1-6-2 
با مشارکت روسها دریای خزر،  حفظ و افزایش ذخایر ماهی آزاد به منظورشرکت سهامی شیلات ایران 
رسمًا  1613از سال  و کلاردشت نموداهیان شهید دکتر باهنر بازسازی ذخایر آزاد ممبادرت به احداث مرکز 
به عنوان زیستگاه و بانک اصلی ذخایر ژنتیکی ماهی آزاد دریای  چشمه کیله . رودخانهآغاز نمودکار خود را 
از عمدتاً مولدین مورد نیاز مرکز کلاردشت  زیرا خزر در امر بازسازی ذخایر این گونه بسیار با اهمیت است
در حال حاضر نیز با تولید سالانه صدها هزار بچه ماهی و رها این مرکز . دنمین می گردأودخانه تراین 
نقش  سردآبرود های چشمه کیله و رودخانه در اوایل بهار و پاییز در مصب، زیر پل و بالادستسازی آنها 
رهاسازی بچه ماهی آزاد میزان تولید و به طوری که ). 4713(بهرامیان،  مهمی در این راستا ایفا می کند
 184و  114، 464، 336/3، 611، 151، 511، 441، 161، 154به ترتیب  8813تا  3713دریای خزر از سال 
تن بوده  6/3و  1/6، 5/1، 1/1، 1/6، 1/8به ترتیب  3813تا  4813هزار قطعه و میزان صید ماهی آزاد از سال 
های مؤثر در حفظ و بازسازی ذخایر این گونه می توان به از دیگر راهکار ).3813، قربانزاده و نظریاست (
 بهره برداران و جوامع محلی گاهیآافزایش کنترل صید و صیادی و بهبود زیستگاه، فرهنگ سازی و 
)، بررسی و مطالعه جامع و کامل بر روی اکوسیستم های محل زیست این ماهی و پیدا 4713(بهرامیان، 
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ینه سازی آنها، ایجاد هماهنگی لازم و حس مسئولیت پذیری بیشتر سازمانهای کردن نیازهای اکولوژیکی و به
ذیربط از قبیل شیلات، محیط زیست، سپاه و ... به منظور پشتیبانی هر چه بهتر از نسل این ماهی و مدیریت 
 ).6713زمان و مکان رهاسازی بچه ماهیان اشاره نمود (بهرامیان، 
 و اصطلاحات تعاریف واژه ها -7-2
 جمعیت -2-7-2
یک جمعیت، گروهی از افراد درون آمیزش است که از نظر تولید مثلی از گروه های دیگر همان گونه، جدا 
هستند اما به علت نبود جداسازی کامل میان جمعیتها (یعنی وجود جریان ژنی بین جمعیتها) به عنوان گونه 
پیدا نمایند قادرند فرزندان بارور تولید کنند  نمی گردند. اعضای دو جمعیت از یک گونه اگر فرصتی قلمداد
 .)4002 ,notelpmeT(
 ساختار جمعیت -2-2-7-2
ساختار جمعیتی یک گونه می تواند یک جمعیت تولید مثلی منفرد یا جمعیتهای متعدد مجزا که تنها گاهی با 
جمعیتهایی که در کنار  یا فاصله جغرافیایی از هم جدا هستند در اصل به وسیلهدارند ولی  هم تبادلات گامتی
 ,eromtihWهم زندگی می کنند ولی از نظر تولید مثلی مجزا هستند و یا ترکیبی از تمام حالات بالا باشد (
دیده می شود. یک جمعیت پانمیکتیک جمعیتی  3در جمعیتهای پانمیکتیک ،بر خلاف این حالات ).0991
هیچ گونه در آن ی با یکدیگر را دارند. این فرضیه که است که در آن تمام افراد جمعیت، پتانسیل جفت گیر
رفتاری وجود ندارد، امکان به وجود آمدن موجود از لحاظ محدودیت جفت گیری نه از لحاظ ژنتیکی و نه 
 ).6991 ,.la te namliTمی نماید ( دارای صفات جدید را امکان پذیر
 ذخیره -1-7-2
یک محیط ویژه یا به شیوه ای خاص پراکنده شده اند، اطلاق یک واحد ذخیره به گروهی از ماهیان که در 
  ).2002 ,sumukO dna ictfiCمی گردد (
 ارزیابي تنوع ژنتیکي جمعیت -9-7-2
تنوع  تیکی آن جمعیت می نامند. مطالعهوجود گوناگونی های ژنتیکی در افراد یک جمعیت را تنوع ژن
جمعیتها و یا گروهها با استفاده از روشهای آماری خاص  ژنتیکی فرآیندی است که در آن تفاوت بین افراد،
 ). 4002 ,tessuoRو بر اساس داده های حاصل از ارزیابی صفات مختلف بررسی می شود (
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  1آللهای واقعي و مؤثر -2-9-7-2
ا راههای مختلفی برای بررسی تنوع ژنتیکی وجود دارند که ساده ترین آنها اندازه گیری فراوانی آللها ی
است. این معیار به  ژنی هر جایگاه للهای مشاهده شده درآ تعداد حقیقت للهای واقعی درآژنوتیپها می باشد. 
گوناگون با تعداد  هایزمایشآکه در  نمونه بوده به همین جهت این امکان وجود دارد ثیر اندازهأشدت تحت ت
معیار دیگری که  ید.آدست ه معین بواقعی مختلفی برای یک جایگاه  للهایآنمونه های متفاوت تعداد 
للهایی است که آاین معیار بیانگر تعداد  باشد. ثر میؤللهای مآ تعداد ،للها استآ منعکس کننده تعداد
تحت تأثیر  للها دارای فراوانی یکسان بوده وآدر شرایطی که همه  کنند. یگوسیتی یکسان ایجاد میاهتروز
 للهای واقعی خواهد بود.آیک جمعیت برابر تعداد  ثر درؤللهای مآ عداد) ت10.0 ≤P( قرار نگیرند للهای نادرآ
  :)5002 ,esuomS dna llakaePمی شود (زیر محاسبه  فرمولبه  ثرؤللهای مآ تعداد
NE / 1 = 1- HE
 
 : جمع فراوانیهای به دست آمده∑، للهاآفراوانی هر یک از : iP
  2تنوع ژني یا هتروزایگوسیتي -1-9-7-2 
شاخصی برای ارزیابی تنوع ژنتیکی است و اهمیت زیادی در مطالعه جمعیتها دارد زیرا  یگوسیتیهتروزا
تأمین کننده طیف وسیعی از ژنوتیپ به عنوان پاسخی به سازش پذیری در شرایط متغیر محیطی است. 
و این نشان  وتی استفراوانی هتروزایگوتها از این جهت اهمیت دارند که هر هتروزایگوت ناقل آللهای متفا
وجود تنوع می باشد به همین دلیل معمول ترین معیار تنوع ژنتیکی در یک جمعیت میزان  دهنده
هتروزایگوسیتی می باشد، این معیار اغلب برای یک مکان ژنی و یا میانگین تعدادی مکان ژنی گزارش می 
 ). 5002 ,esuomS dna llakaePشود (
 ):HO(هتروزایگوسیتی مشاهده شده  محاسبه -
 HO  =NO –  fo– N / steH
 : تعداد نمونهN: هتروزایگوسیتی مشاهده شده، HO
 ):HEهتروزایگوسیتی قابل انتظار ( محاسبه -
 HE 1 = - iP∑2
 جایگاه: فراوانی آللی در هر P: هتروزایگوسیتی قابل انتظار، HE
شد، قدرت انتخاب برای اصلاح کافی تنوع ژنتیکی وجود نداشته با صورتی که در یک جمعیت، به اندازهدر 
نژاد  شود. اصلاحتنوع ژنتیکی، هم تنوع درون نژادی و هم تنوع بین نژادی را شامل مینژاد کاهش می یابد. 
تنوع . نمایندگیری میاز تنوع ژنتیکی برای رسیدن به حیوانات اهلی منطبق بر احتیاجاتشان، بهره کنندگان
ید ناشی از جهش مواجه است ولی تنوع ژنتیکی بین نژادی را با ورود تنوع جد هموارهدرون نژادی 
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رانش ژنتیکی، نژاد یا سویه، حاصل تقابل جهش، ساختار ژنتیکی هر راحتی بازسازی نمود. ه توان بنمی
کنون  در کشورهای پیشرفته، تاتکامل و سازگاری مجزایی است که طی قرون متمادی حاصل گردیده است. 
ولی در مدیریت  به نژادهای نادر معطوف بوده استنوع ژنتیکی بیشترین توجه از نظر از دست رفتن ت
میان  ،جهانی منابع ژنتیکی حیوانی، نژادهای در معرض خطر و سایر نژادها تفاوتی اساسی ندارند و تفاوت
ای نزدیک های کاربرد احتمالی در آیندنژادهای کم کاربرد یا بدون کاربرد و نژادهای دارای کاربرد رایج یا دار
باشد. در هر یک از موارد مذکور، عملیات لازم عبارت از حفظ به شکل دام زنده، اسپرم یا جنین منجمد می
در مورد اینکه کدام نژادها باید حفظ شوند، گیری باشد. تصمیممی های اصلاح نژادیمل طراحی برنامهیا شا
اربرد فعلی و منظور نمودن حفظ حداکثر تنوع بایستی بر اساس ملاکهای مورد نظر و با در نظر گرفتن ک
هایی از تمامی نژادهای یک گونه که دارای با حفظ نمونه. ژنتیکی در مخزن ژنی هر گونه صورت گیرد
ها نژادهایی را شامل توان حداکثر تنوع ژنتیکی را حفظ نمود. این نمونهباشند، میبیشترین تفاوت ژنتیکی می
باشند. شرح کامل تفاوت ژنتیکی بین هر دو نژاد یا ترکیبات آللی منحصر به فرد میگردند که دارای آللها می
ی آنها ژنتیکی بهترین شرح در دسترس برای بیان تفاوت ژنتیک هامکان پذیر نیست ولی معیارهای فاصل
راوانی آللی های مربوط به فاند ولی همه آنها به دادهژنتیکی متعددی پیشنهاد شده باشند. معیارهای فاصلهمی
صید  ذخیره و پرورش ماهیان، عواملی همچون فاصله نسلها در ماهیان،). 4002 ,notelpmeT( نیازمندند
و در  جمعیت مؤثر ن زیستگاهها منجر به کاهش اندازهی و از بین رفتیرویه، شرایط نامناسب آب و هوابی
  ).4002 ,tessuoR( دندهش میخطر انقراض را افزای و دنگردنتیجه کاهش تنوع ژنتیکی ذخایر می
 منابع تنوع ژنتیکي -2-1-9-7-2
چهار عامل در ایجاد تنوع ژنتیکی جمعیتها نقش اساسی دارند که عبارتند از جهش، جریان ژنی، انتخاب 
طبیعی و رانش ژنتیکی. جهش عامل نوترکیبی است اما به خودی خود تنوعی ایجاد نمی کند مگر آنکه 
مختلف، متفاوت باشند در غیر این صورت چیزی برای نوترکیب  3جایگاه های ژنیآللهای مستقر در در 
یگوت باشند، جریان ژنی اشدن وجود نخواهد داشت. به همین دلیل اگر تمام افراد گونه برای یک آلل هموز
 ,.la te elliveNنیز تنوعی ایجاد نخواهد کرد. لذا در چنین جوامعی جهش منبع اصلی تنوع خواهد بود (
 ).0002
 روشهای حفظ تنوع ژنتیکي -1-1-9-7-2
نسبت  .رودوسیله انقراض جمعیتها و فقدان تنوع در درون جمعیتهای محدود از بین میه تنوع ژنتیکی ب
ماند را نسل باقی می t) که در داخل یک جمعیت پس از HT مورد انتظار تنوع ژنتیکی (هتروزایگوسیتی یا
 :آورددست ه بذیل توان از فرمول می
                                                 
 sucoL -1
 92
 HT  =HO 1[ - 2( / 1NE ])N / t
 تعداد نسل که در نتیجه: tثر جمعیت، ؤم اندازه: NEجمعیت،  اندازه: Nهتروزایگوسیتی اولیه، : HO که در آن:
 :گرددحفظ هتروزایگوسیتی از طریق زیر حداکثر می
با ها ریق تشکیل جمعیتحداکثر نمودن هتروزایگوسیتی اولیه: حداکثر نمودن هتروزایگوسیتی اولیه از ط -3
انتخاب  هستندی از تنوع یسطوح بالادارای تا حد امکان بایستی جمعیتهایی که  .دست آیده تعداد بالا ب
 شوند. 
توان از طریق افزایش فاصله نسل یا از طریق استفاده از حداقل نمودن تعداد نسل: تعداد نسل را می -1
 رساندنحداقل به قبیل انجماد اسپرم و جنین، فرصتهایی را برای  هایی ازی وراانجماد اسپرم حداقل نمود. فن
 کند.کاهش ژنتیکی فراهم می
 جمعیت  حداکثر نمودن اندازه -1
  ) nograT ,.la te0002( جمعیت) به اندازهجمعیت ثر ؤم (اندازه NE N /حداکثر نمودن نسبت  -4
به تنوع اندازه خانواده، نابرابری نسبت جنسی و سرشماری شده بلکه  زهنه تنها به انداجمعیت ثر ؤم اندازه
جمعیت ثر ؤم اندازهباعث افزایش  3هنوسانات تعداد در طی نسلها بستگی دارد و یکسان سازی اندازه خانواد
 ).3813خواهد شد (جوانروح علی آباد، 
 تمایز ژنتیکي -9-9-7-2
ه اختلاف ژنتیکی کل از فاکتورهای نتیکی در یک زیر جمعیت و مقایسه آن نسبت بمایز ژتبرای توصیف 
(روش برآورد تمایز ژنتیکی مخصوص ریز ماهواره)  RTSو (روش برآورد مرسوم تمایز ژنتیکی)  FTS
استفاده می شود و هر یک به طور مستقیم و یا از طریق ارتباط با تعداد مهاجرت مؤثر برآورد کننده تمایز 
 ).4002 ,tessuoR( هستند
 ب فراوانی:بر حس FTSمحاسبه  -
 FTS =HT – HE /  HT
 : هتروزایگوسیتی قابل انتظارHE: هتروزایگوسیتی کل، HT
 باشد):در گونه ها می ژنتیکیتنوع  (روشی برای مطالعه 2بر اساس آنالیز واریانس مولکولی FTS محاسبه -
  )RAV + PAV + PWV( / RAV + PAV = TSF
 : اختلاف داخل جمعیتهاVPWمناطق، : اختلاف بین VRA: اختلاف بین جمعیتها، VPA
 بر اساس آنالیز واریانس مولکولی:  RTSمحاسبه  -
   )pwV + PAV(  / PAV = TSR
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  3شاخص شانون -4-9-7-2
از آنجا که حد نهایی هتروزایگوسیتی برای هر تعدادی از آلل برابر یک می باشد، معیار هتروزایگوسیتی 
این محدودیت، تفکیک بین جمعیتها را با استفاده از جایگاه های  واسیت زیادی به افزایش تنوع ندارد حس
بسیار متغیر همچون ریز ماهواره ها دشوار می سازد. بنابراین تنوع را می توان به صورت زیر و تحت عنوان 
 شاخص اطلاعات شانون نیز تعیین نمود: 
 iP nL iP ∑ - =I
 امین آلل در یک جایگاه معین i: فراوانی iP
می باشد و با  )n(nLبرابر  Iف هتروزایگوسیتی که برای هر تعداد آلل حد نهایی یک را دارد، مقدار بر خلا
وجود اینکه تفسیر بیولوژیکی این معیار مشخص نیست اما ممکن است برای اندازه گیری تنوع جایگاه های 
 ).9491 ,revaeW dna nonnahSد (بسیار متغیر مفید باش
  1جریان ژني -5-9-7-2
بسیاری از گونه ها جمعیتهای محلی می سازند به طوری که افراد آن تمایل به تولید مثل در داخل گروه را 
دارند. هر کدام از این جمعیتهای محلی قادر به گسترش ذخیره ژنی خود به صورت مجزا از دیگر جمعیتها 
معیت مجاور وارد می شوند احتمال می باشند. با این حال افراد یک جمعیت با افراد تازه وارد که گاهی از ج
های جدید و یا تغییر تکرار موجود در میان افراد مقیم می باشد. دارند. این عمل قادر به معرفی ژنتولید مثل 
تخمین جریان ژنی بر اساس آنالیز ساختار ژنتیکی . )5991 ,niktalS(این فرآیند جریان ژنی می گویند  به
دست می آید. جریان ژنی تخمین زده شده توسط این روش نشان می دهد که ه ب FTSجمعیتها با استفاده از 
ساختار ژنتیکی جمعیت با مدل جزیره ای متناسب است که تعادلی بین مهاجرت و جریان ژنی آن برقرار 
و  FTSمهاجرت کنندگان در هر نسل را نشان می دهد و تناسب بین  Mاندازه جمعیت و  N، NMباشد. در 
 ):9991 ,ipmaiCیر است (به صورت ز NM
 NM / 1([ =TSF )- 4 / ]1
 : درجه تمایز ژنتیکی جمعیتFTS: جریان ژنی، NM
بالاتر از یک باشد یعنی وقتی که یک یا بیشتر از یک مهاجر در هر  NMاگر  )، ثابت کرد که1591( thgirW
 د.نسل وجود داشته باشد، مهاجرت می تواند بر خلاف رانده شدن ژنتیکی عمل نمای
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  2رانش ژنتیکي -6-9-7-2
به تغییرات تصادفی فراوانی ژنها در جوامع کوچک، رانش ژنتیکی اطلاق می شود. رانش ژنتیکی می تواند 
منجر به افزایش هموزایگوتها و در نتیجه کم شدن فراوانی هتروزایگوتها، کاهش قابلیت باروری و تنوع 
 ).1691 ,nagroMگردد (
  1واینبرگ -تعادل هاردی -7-9-7-2
دو دانشمند  به طور مستقل توسطژنوتیپهای مختلف در یک جمعیت  نها وژفرضیه چگونگی توزیع 
ترتیب که اگر در یک  بدینه گردیده است ئارا) 8091( grebnieW و ydraHنامهای با و آلمانی  انگلیسی
عوامل برهم زننده تعادل های تصادفی وجود داشته باشد و  بزرگ، بین افراد آن جمعیت، آمیزش ی جامعه
رانش ژنتیکی و مهاجرت وجود نداشته باشد، فراوانی ژنها جریان ژنی، ژنتیکی مثل انتخاب طبیعی، جهش، 
زمون تعادل آ اولین مرحله تجزیه وتحلیل در هر جمعیت،و ژنوتیپها، از نسلی به نسل دیگر ثابت می ماند. 
 1ضریب عدم تعادل تبعیت می کند،واینبرگ -اردیهاز تعادل ، وقتی یک جمعیت استواینبرگ -هاردی
. جمعیتها در باشد می زمون فرضآواینبرگ یا  -زمون برای تعادل هاردیآبرابر صفر است، که این همان 
است، مواجه نمی شوند  واینبرگ -تعادل هاردی رسیدن به محیط طبیعیشان با تمام شرایطی که لازمه
 -هاردی  تعادلنسل به نسل دیگر تغییر خواهد کرد. میزانی که جمعیت از بنابراین فراوانی آللی آنها از یک 
 χ2یا  4کایزمون مربع فاصله دارد، نشان دهنده شدت تأثیر گذاری عوامل خارجی است و از طریق آ واینبرگ
 ). فرمول آزمون مربع کای به صورت زیر می باشد:4691 ,worCتعیین می شود (
 χ2 =O( ∑ - )E2  /E
 : تعداد ژنوتیپ قابل انتظارEد ژنوتیپ مشاهده شده در افراد، : تعداO
  5فاصله و شباهت ژنتیکي -8-9-7-2
مطرح  می شود این است که  که الیؤید اولین سآدست می ه زمانی که داده های ژنتیکی از چند جمعیت ب
بوط به زمانی است که ست که ارتباط جمعیتها مرا عقیده بر این اًعموم؟ شباهت ژنتیکی جمعیتها چقدر است
یندهایی از قبیل آباشد تا فر که این نیازمند مدل ژنتیکی مشخص می یابندقاق تاشمشترک نها از یک جد آ
فاصله ژنتیکی طرحی برای بیان تفاوت میان جمعیتها تفرق را در جمعیتهای جدا شده تعیین کند.  جهش و
داشته  ها توزیع فراوانی آللی یکسانیجایگاه اگر دو جمعیت در برخی). 3813است (جوانروح علی آباد، 
در هیچ یک از مکانهای ژنی، آلل  و اگر باشند، فاصله ژنتیکی بین آنها در آن جایگاهها صفر خواهد بود
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های باشد. هنگامی که دادهمییعنی مساوی یک حداکثر مقدار ممکن ژنتیکی  مشترک نداشته باشند فاصله
 ه طورها بجایگاههای متعددی وجود داشته باشد، برآورد فاصله این جایگاهمربوط به فراوانی آللی برای 
ای در مطالعات ژنتیک تکاملی برای شرح آید. معیارهای فاصله ژنتیکی در سطح گستردهدست میه متوسط ب
اند. هها مورد استفاده قرار گرفتساختار ژنتیکی جمعیتهای یک گونه یا برای تعیین روابط تکاملی در بین گونه
اگر دو جمعیت به دلایل بوم شناختی یا جغرافیایی از هم جدا شده باشند، این امر منجر به تجمع آللهای 
محدود جمعیت) خواهد گردید.  هانداز متفاوت حاصل از جهش و فرآیند تصادفی رانش ژنتیکی (به واسطه
د ولی معمولاً این تفاوت از نوع انتخاب طبیعی و مصنوعی نیز تفاوتهایی را بین جمعیتها موجب خواهند ش
باشد. با این وجود در صورت فقدان شواهد های در دسترس برای تجزیه و تحلیل فاصله ژنتیکی نمیجایگاه
بندی نژادها و جمعیتها را مطابق با سطح تمایز ه ژنتیکی امکان رد هتقویتی دیگر، تجزیه و تحلیل فاصل
د فواصل ژنتیکی جفتی میان تمامی نژادهای یک گونه و فیلوژنی برآور. نمایدفیلوژنیکی آنها فراهم می
گیری منطقی در مورد انتخاب نژادها به منظور حفظ یا استفاده و نیز حاصل از این فواصل، ما را در تصمیم
ای از نظر صفات تولیدی کمک خواهند نمود. این ه مقایسبرای مطالعات تکاملی جهت تعیین ارزش ژنتیکی 
توانند آثار ای نمی های فاصلهکه معیار ییباشد. ولی از آنجارین ارائه کننده روابط میان نژادها میفواصل بهت
انتخاب مصنوعی را بر روی صفات اقتصادی یا ریخت شناختی و نیز آثار انتخاب طییعی را بر روی 
تار طبیعی و تفاوت نژادی شایستگی منظور نمایند، بایستی آنها را تنها به عنوان راهنمای ابتدایی برای ساخ
گیری نهایی برای انتخاب نژادها باید هر نوع اطلاعات در دسترس راجع به مورد استفاده قرار داد. در تصمیم
های منحصر به فرد،  صفات دارای ارزش اقتصادی، ویژگیهای سازگاری خاص، حضور ژنها یا فنوتیپ
 یدی و قابلیت دسترسی به منابع و زیر ساختها در منطقههای تولای یک نژاد در سیستماهمیت محلی یا منطقه
). برای محاسبه فاصله و شباهت ژنتیکی از فرمول زیر 4002 ,notelpmeT(استقرار نژاد در نظر گرفته شود 
 استفاده می شود:
 eNDI iJ =YX √ /(JXJY)
  Y و X بر اساس فراوانی هر آلل در جمعیت :JY ،JX ،JYX تعداد آلل مؤثر، :NE
 2چند شکلي ژنتیکي -4-7-2
وت و منفصل در درون یک جمعیت است. منظور از چند شکلی ژنتیکی وجود چندین فنوتیپ کاملاً متفا
چند شکلی (پلی مورفیسم) ژنتیکی ممکن است در سه سطح کروموزوم، ژن و طول قطعه های محدود 
 ).5813، فروغمندداری و (قطعه های حاصل از اثر آنزیم محدود کننده) وجود داشته باشد (گله 
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  1ی ژنتیکينشانگرها -5-7-2
دیگر تفاوت داشته  با صفت معادل خود در موجود زنده هر فنوتیپ یا صفت (قابل توارث) موجود زنده که
ها، جمعیتها، هر آنچه که در میان افراد، لاین ).4002 ,sedroC dna uiLباشد یک نشانگر محسوب می شود (
های مختلف به لحاظ ژنتیکی تفاوت داشته و سبب تمایز آنها از یکدیگر گردد به یا سویهها، نژادها و گونه
نشانگرهای ژنتیکی جایگاههای خاص روی یک کروموزم دارند که  .شودعنوان نشانگر ژنتیکی شناخته می
تفاوت  شوند. در واقعهای ژنومی به خدمت گرفته میهای اختصاصی برای تجزیه و تحلیلبه عنوان نشانه
گردد کروموزوم در افراد یک جامعه و یا نژاد که از افراد به نتاج آنها منتقل می ANDموجود بین ردیف 
این نشانگرها در ). 3813(جوانروح علی آباد،  تواند به عنوان نشانه یا نشانگر ژنتیکی به کار گرفته شودمی
 ل جمعیتهای یک گونه کاربرد وسیعی دارندبررسی تنوع ژنتیکی و چند شکلی های بین گونه ای و نیز داخ
(مثلاً حذف، اضافه و تغییر یک یا چند باز که در اثر عوامل مختلف به  ANDطح تفاوتهای کوچک در س و
را منعکس کرده و به همین دلیل چند شکلی بالایی را ایجاد می کنند و جهت بررسی تنوع  وجود آمده اند)
 ).4002 ,rerettolhcSای دارند ( و گوناگونی جمعیتها کاربرد گسترده
  1ينشانگرهای مورفولوژیک -2-5-7-2
نشانگرهای مورفولوژیکی از اولین و ساده ترین نشانگرهای مورد استفاده بودند که اساس آنها وجود 
علائمی گفته می شود که به طور  به) و 4991 ,mahknarFباشد (تفاوتهای ظاهری در افراد مختلف می 
ترکیب  مثل فلسها، اتولیتها، پارازیتها و تیپ جانور و گیاه قابل تشخیص و توارث پذیر هستندمستقیم در فنو
 در این نشانگرها تفاوت بین موجودات با اندازه گیری ).1713(مردانی،  عنصری قسمتهای مختلف بدن
گیری زهرفولوژیک قابل انداوچند نمونه از صفات مهای مورفومتریک و مریستیک بررسی می شد.  شاخص
اگر چه . و ... افقی چشم پوزه، ارتفاع سر، قطر ، طولچنگالیطول کل، طول در ماهیان عبارتند از: 
اند ولی دارای محدودیتهای نشانگرهای مورفولوژیکی به طور سنتی در علوم زیستی مورد استفاده قرار گرفته
محیط و مرحله رشد و سن و وجود  ثیرپذیری شدید ازأاساسی همچون تعداد کم این نشانگرها، دقت کم، ت
مشخص بوده و شناسایی افراد  باشند. اساس و تفسیر ژنتیکی بسیاری از این نشانگرها ناغالبیت در بروز می
اغلب دارای توارث غالب و مغلوبی بوده و فراوانی و تنوع کمی دارند. . خالص از خالص ممکن نیست نا
-در مورد برخی موجودات کار بیهودهآنها در نسلهای بعد بود که  نتایج باید منتظر ظهور گاهی برای مشاهده
به دلیل ساده و کم هزینه بودن و عدم نیاز به امکانات پیچیده و این نشانگرها اما ). 5813ای است (صفری، 
  ).1691 ,nagroMمی باشند (محققین بسیاری مورد استفاده ها  گران قیمت برای اندازه گیری
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 وژنتیکيای سیتنشانگره -1-5-7-2
این این د اختلاف ژنتیکی باشد. بنابرتواند بیانگر وجووجود اختلاف در شکل، اندازه و تعداد کروموزمها می
جابجایی و  ،باشند. تلوسانتریکها، ایزوکروموزمهانشانگرها نمایانگر تنوع در ساختمان کروموزومها می
نتیکی به منظور مقایسه اختلافات موجود بین افراد الگوهای بایندینگ از این گروه هستند. مطالعات سیتوژ
ها و بعضاً وم، تفکیک گونهیک گروه و آشکار شدن مسیر تکاملی تغییرات در کروموزمهای تشکیل دهنده ژن
 ,namrellaH؛ 3813د (جوانروح علی آباد، نگیرهای مختلف از نظر تعداد و نوع کروموزومها انجام میجمعیت
 ).3002
 نگرهای مولکولينشا -9-5-7-2
 هایابل انتقال باشد به عنوان نشانگرکه از والدین به نتاج ق ANDگونه تفاوت در ترتیب نوکلئوتیدی  هر
 ANDبه دو دسته نشانگرهای مبتنی بر پروتئین و نشانگرهای مبتنی بر و  دنشومولکولی به کار گرفته می
وموزوم منشأ تفاوت صفات در افراد و کر ANDهر ردیف متفاوت ). 7002 ,.la te euY( شوندتقسیم می
ی کنند و نه در ردیف هیچ تظاهری ندارند، نه صفت خاصی را کنترل م ANDهای می شود. برخی از ردیف
پروتئین ها تأثیری بر جای می گذارند این دسته از تفاوتها را می توان با روشهای مختلف  اسید آمینه
 ,.la te namliTعنوان نشانگر مولکولی مورد استفاده قرار داد ( شناسایی، قابل دیدن و ردیابی نمود و به
  ).6991
 نشانگرهای بیوشیمیایي -2-9-5-7-2
نشانگرهای بیوشیمیایی، شامل پروتئین های ذخیره ای و شکلهای مختلف آنزیم ها (ایزوزایم ها، آلوزایم ها 
ممکن  بین دو موجود ANDلئوتیدی برخی از تفاوتها در ترتیب نوک). 4991 ,mahknarF( هستندو ...) 
های مختلف بروز کند که از طریق بیوشیمیایی قابل آنالیز و مطالعه  هایی با اندازهبه صورت پروتئین است که
ی برای شناسایی جمعیتهای ماهی با استفاده از نشانگرهای غیر آنزیمی مثل هموگلوبین یمطالعات ابتدا .است
با  ).0891 ,.la te htimS( سمت پروتئینهای آنزیمی تمایل پیدا کرد و ترافسفرین بود که به سرعت به
پروتئینی تغییرات را  نشانگرهایها بسیاری از معماهای زیستی قابل حل شد. پیدایش الکتروفورز پروتئین 
در سطح ردیف و عمل ژن به صورت نشانگر هم بارز نشان می دهند و به دو نوع آنزیمی و غیر آنزیمی 
شوند. میزان تنوع ژنتیکی غیر آنزیمی کمتر از آنزیمی است، باندهای غیر اختصاصی زیادی روی تقسیم می 
ژل ظاهر می شود که شمارش را مشکل می کند و باندها بر حسب نوع بافت متغیرند. در حالی که در آنزیم 
 ).5991 ,.la te nosugreF( و واضح تر و دقت آن بالاتر است تر ها قابل شمارشها و بانداد آللها، تعد
ها از این  نامند. ساختمان اولیه ایزوزایمیایزوزایم م را فرمهای مولکولی متفاوت یک آنزیم در یک فرد
شوند و دارای فعالیت آنزیمی (کاتالیزوری) می گذاری جهت متفاوتند که به وسیله ژنهای متفاوت کد
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شوند که از آللهای مختلف یک ها اطلاق میآلوزایمها به زیر گروهی از ایزوزایم. استیکنواخت و مشخص 
آیند، شکلهای مختلف وجود میه ب جایگاههنگامی که دو آلل از یک  .شوندمعین ایجاد می جایگاه
لوازیم آهای حاصل از این آللها تحت عنوان کنند. پروتئینمی های معینی را ایفاالکتروفورتیکی هنوز نقش
نقاط ضعف این روش تجزیه سریع آنزیم ها و هزینه بالای تهیه  .)8991 ,ohlavraC( شوندمیشناخته 
بوده  پس از ترجمه متغیر ،تحت تأثیر شرایط نشانگرهاآنهاست که کارایی آنها را محدود می کند. این نوع 
منفی برای آنها می باشد. واکنش افراد یک جمعیت نسبت به عوامل محیطی متفاوت است،  که یک نکته
و نوع پروتئینی که برای هدفی مانند واکنش به عوامل استرس زا تولید شود در بین افراد  ممکن است میزان
متفاوت باشد که اثبات این تفاوتها با این روش میسر نیست. علاوه بر آن تمایز پروتئین ها بر اساس حرکت 
کی هستند و تنها می توان اسیدهای آمینه فاقد بار الکتری %17بار الکتریکی در ستون الکتروفورز است.  و آنها
تنوع ژنتیکی را با این روش مورد مطالعه قرار داد، به علاوه تفسیر باندها نیز گاهی اوقات بسیار دشوار  % 11
تازه فریزشده (کشتن  به مقدار زیادی نمونه تازه یا زتوان به نیانشانگرهای پروتئینی میدیگر  از عیوب .است
خصوص ه ها بمحدودیت روشهای رنگ آمیزی و مشکل بودن آنالیز داده ،نییمورفیسم پاپلی ،موجود زنده)
 ).5991 ,.la te nosugreF(پلوئیدها اشاره کرد در پلی
 ANDنشانگرهای  -1-9-5-7-2
کنند و نه در که هیچ گونه تظاهری ندارند، نه صفت خاصی را کنترل می ANDتفاوتهای موجود در سطح 
قلمداد  ANDتحت عنوان نشانگرهای  گذارندثیر بر جا میأپلوئیدی تپلی هایردیف اسیدهای آمینه رشته
تفاوت موجودات را در سطح ژنوم نشان می دهند. به عبارتی این نشانگرها،  ANDنشانگرهای  می شوند.
را نیز مشخص  1غیر کد کننده و 3که توالی های کد کننده ژنوتیپ موجودات زنده را توصیف کرده به نحوی
امکان  ANDند. از آنجایی که تفاوت عملکرد این نشانگرها فقط از طریق تجزیه و تحلیل مستقیم می نمای
کشف واکنش  ).3813(جوانروح علی آباد،  گفته می شود ANDپذیر است به همین دلیل به آنها نشانگرهای 
و کاربرد نقش اساسی در مطالعه و پژوهش ژنوم جانداران داشته و در توسعه  1زنجیره ای پلیمراز
). بر همین اساس این 4002 ,rerettolhcSنیز نقش بسزایی ایفا کرده است ( ANDنشانگرهای گوناگون 
می توان یک  RCPتقسیم می شوند. از طریق  RCPو غیر مبتنی بر  RCPنشانگرها به دو دسته مبتنی بر 
از  نگرها، با تفاوتهای بسیاریقطعه خاص ژنوم را به چندین میلیون نسخه رساند. انواع مختلفی از این نشا
کاربرد، امتیاز بندی، تجزیه و تحلیل و تفسیر نتایج به سرعت ابداع  لحاظ تکنیک، روش تولید، نحوه
و به عنوان ابزارهای  )5713(قره یاضی، گردیدند و تحولی عظیم در اطلاعات تنوع ژنتیکی ایجاد کرده اند 
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های نقشه برداری ژنی در یک مطالعات تکاملی و نیز پروژهضروری در ایجاد اهدافی چون نگهداری بیولوژ
اخیرا ًهر کدام از این نشانگرها دارای نقاط ضعف و قدرت خاص هستند و ). 1813آمده اند (دانشور آملی، 
ثیر محیط و اثراتی أتفاوتهای ژنتیکی را بیشتر مشهود ساخته که این تفاوتها تحت ت این نشانگرهااستفاده از 
رشد حیوانی نبوده و امکان آگاهی دقیق و کافی از تنوع ژنتیکی در  ی یوترپی و اپیستازی و دورههمچون پل
افزایش  ANDسال گذشته توجه به نشانگرهای  41از  ).5713د (قره یاضی، نسازرا فراهم می ANDسطح 
 ANDمت ی و سپس تکنیکهای مولکولی پیشرفت کرده و به سیمیتوکندریا ANDدر ابتدا و  پیدا کرده
 ).5991 ,.la te nosugreF( ای سوق پیدا کرده استهسته
 ANDنشانگرهای مزایای 
 عدم تأثیر پذیری آنها از شرایط محیطی -3
 نشانگرهافراوانی فوق العاده این  -1
 فراهم نمودن امکان مطالعه در خارج از فصل رشد و تولید مثل -1
 دقت و قابلیت مطلوب تفسیر نتایج -4
 ANDبیشتر نشانگرهای بودن همبارز  -5
 امکان استفاده از آنها برای گونه های در معرض انقراض -6
 سهولت تشخیص افراد خالص و ناخالص -7
 سهولت امتیازدهی و تجزیه و تحلیل داده ها -8
 تجزیه و تحلیل داده های حاصلرایانه ای برای  امکان استفاده از نرم افزارهای -3
 تمام مراحل زندگی جاندار (حتی در دوران جنینی)ها در امکان به کارگیری آن -13
 دقت و صحت بالای نتایج -33
های کد ایان سازی اختلاف موجود در توالیهای غیر کد کننده علاوه بر نمنمایان سازی تفاوت توالی -13
 کننده
 قدرت تمایز بالای این نشانگرها -13
 .)5713(قره یاضی،  دارند پیشرفت برای جا و اند ساندهنر پایان به را خود تکامل هنوز نشانگرها این -43
  1محدودگر آنزیم های هضم از حاصل قطعات طول چند شکلي -2-1-9-5-7-2
به عنوان نشانگرهای ژنتیکی  ANDرا برای مطالعه مستقیم  PLFRروش )، 0891(و همکاران  nitseoB
های محدود ود نقاط قابل تشخیص آنزیم ها وجود یا عدم وج PLFRجدید معرفی نمودند. اساس مولکولی 
کروموزوم و یا سایر  های نقطه ای، حذف، اضافه یا معکوس شدن قطعه ای ازکننده به علت وقوع جهش
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دانشور آملی، کروموزومی می باشد که این تغییرات سبب ایجاد پلی مورفیسم می گردند ( -تغییرات ژنی
 ).1813
  2کلش چند AND تصادفي تکثیر -1-1-9-5-7-2
) روش جدیدی را برای 0991 ,dnallelCcM dna hsleW ;0991 ,.la te smailliWدو گروه مستقل (
این تکنیک، انگشت نگاری قابل ارزیابی پلی مورفیسم بر اساس واکنش زنجیره ای پلیمراز ارائه کردند. 
 ,lisaV dna spillihPمی باشد ( ANDتشخیص ژنوم بدون استفاده از سیستم های رادیواکتیو و توالی یاب 
بزیان، این نشانگر یکی در صورت نداشتن اطلاعات قبلی از ساختار ژنتیکی درون و بین جمعیتهای آ). 1002
 ).0002 ,.la te rehcsiFترین نشانگرهای مورد استفاده است (از کارآمد
 2شده تکثیر قطعات طولي شکلي چند -9-1-9-5-7-2
 که نمودند ابداع انتخابی یافته برش قطعات تکثیر عنوان تحت یجدید روش)، 3991و همکاران ( ueabaZ
  :است زیر متوالی مرحله 4 شامل و بوده DPARو  PLFRاز  ترکیبی تقریباً روش این بود. PLFAآن  حاصل
 مناسب آنزیمی برشو  ANDاستخراج   -3
 که آنزیم هضم زا حاصل ANDقطعات  انتهای به ای رشته دو و اختصاصی 1سازگارسازهای اتصال -1
  شود. ایجاد می هدف) (توالی ناشناخته و شده (سازگارساز) شناخته توالی دارای مرکب مولکولی
 آغازگرهایی که از استفاده با سپس و گیرد می صورت اولیه تکثیر یک ابتدا مرحله این در ،RCPانجام  -1
 تکثیر الگو  ANDاند، شده طراحی برشی آنزیم تشخیصی جایگاه و ای رشته دو سازگارساز ردیف با مکمل
 گردد.  می
 ).5713د ( قره یاضی، برن می آمید آکریل پلی ژل رویرا  RCPفرآورده های  -4
  4RACS -4-1-9-5-7-2
)، روش جدیدی به نام اسکار را که بر اساس توالی سنجی قطعات به دست 3991( eromlehciMو  nedraP
ابتدا کلون را  DPAR. در این روش قطعات به دست آمده از روش می باشد پیشنهاد نمودند DPARآمده از 
(انتهای نشانگر رپیدلینک با صفات یا  DPARکرده و سپس تعیین توالی می کنند. از اطلاعات حاصل از باند 
ژن مورد نظر) برای طراحی آغازگرها با طول زیاد که معمولاً اختصاصی بودن واکنش را به همراه خواهد 
خیلی بالا خواهد  DPARده می کنند و به این ترتیب تکرارپذیری این نشانگرها در مقایسه با داشت استفا
  ).7991 ,iealokliG inavzeRبود (
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  1SGLR -5-1-9-5-7-2
)، روشی را برای شناسایی و انگشت نگاری موجودات عالی ابداع کردند و آن را 1991و همکاران ( adataH
است می تواند  که بر مبنای جایگاه برش اختصاصی آنزیم های محدودگرنامیدند. اساس این روش  SGLR
 ANDبه عنوان تشابه و علامتی برای تشخیص و تمایز افراد به کار برده شود. در این روش رشته های 
توسط آنزیم هضم و محلهای برش داده شده به طور مستقیم با فسفر رادیواکتیو نشاندار می شوند و پس از 
-فلورسانس قابل مشاهده می به وسیلهو باندها  از هم جدا شدهها  AND ،قطعات هضم شده الکتروفورز
قرار د به عنوان یک نشانگر مورد استفاده نمی تواندر این روش گردند. الگوهای متفاوت به دست آمده 
 گیرند.
  2FAD -6-1-9-5-7-2
مشابه با روش  مودند که از نظر اصول)، تکنیک جدیدی را پیشنهاد ن1991و همکاران ( sellonA -onateaC
نوکلئوتید تشکیل شده  5-8و از حدود  بوده می باشد با این تفاوت که آغازگر آن بسیار کوچک DPAR
جدا گردیده کریل آمید توسط ژل پلی ا RCP ت، دو مرحله دارد. محصولاRCPاست و به جای سه مرحله 
. این نشانگرها برای تعیین خصوصیات لاین های تقریبا ًی نیترات نقره قابل رویت می گردندو با رنگ آمیز
شجره افراد مورد استفاده قرار می گیرند (دانشور آملی، ایروژن، تجزیه و تحلیل های جمعیتی و نیز تعیین 
 ).1813
  9PLA -7-1-9-5-7-2
ه کار رفته را که در آن آغازگر اختصاصی از توالی ژنوم ب RCPوجود اختلاف در اندازه قطعات حاصل از 
حذف و اضافه شدن این نشانگر است (مردانی،  د. این اختلاف بیانگر وقوع پدیدهمی گوین PLAاست 
). از مزایای این نشانگر می توان به تکرارپذیری بالا و از معایب آن می توان به نیاز آن به توالی سنجی 1713
 ).1002 ,lisaV dna spilihPاشاره نمود (
  4EGGD -8-1-9-5-7-2
نمودند که یکی از روشهای مناسب برای آشکارسازی جهشها  )، روشی را ابداع7891و همکاران ( sreyM
می باشد. این روش بر روی فرآورده های زنجیره ای پلیمراز صورت می گیرد. در صورتی که قطعات رشته 
در این  ن می دهند.شده متفاوتی را نشاواسرشته در یک نوکلئوتید با هم متفاوت باشند الگوی  ANDای 
 که دارای نسبتی از غلظت مادهکریل آمید ر دو ستون جداگانه از یک ژل پلی اد ANDروش دو نمونه 
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-مورد الکتروفورز قرار می مواد دناتوره کننده گرادیانی از افزایش و واسرشته کننده (فرمالدئید) هستند آمده
در این  دو رشته شروع به جدا شدن می کنند،د مولکولها به سطح بحرانی دناتوره می رسن د. وقتینگیر
ذوب عمل می کند  ی این نقطه به عنوان نقطه در حرکت قطعات ایجاد می شود و حالت کاهش معنی داری
در  ).1713جهش یافته نسبت به فرم وحشی می شود (مردانی،  ANDو باعث تأخیر در حرکت مولکول 
ازی نیست ولی ابزار پیشرفته ای می خواهد. درصد تعیین به مواد رادیواکتیو و شیمیایی نی EGGDروش 
می باشد که در آن از  EGGTاست. نوع مشابهی از این روش،  %113در این روش خیلی نزدیک به  جهش
-115بین  EGGDبهترین طول قطعات برای  .حرارت به جای غلظت مواد شیمیایی در ژل استفاده می شود
 کامل قطعات حاصل از واکنش زنجیره ای پلیمراز یک ناحیهشدن رشته جفت باز می باشد و برای واس 153
 ).8991 ,deihcstE( استفاده می شود pmalC -GGحاوی بالاترین دمای ذوب مصنوعی به نام 
  1منفرد های تطبیقي رشته شکلي چند -3-1-9-5-7-2
اوره  مانند ساز اسرشتهماده ی و یک ابتدا از PCSSالکتروفورز  شد. در ابداع 3833 سال در روش این
 تک AND حرکت هنگام به گردد. تبدیل ای رشته تک ANDدو رشته ای به  ANDتا  شود می استفاده
از این  بخش هایی بین دیگر، عبارت دهد به می روی مولکولی درون متقابل اثرات ژل، روی بر ای رشته
 در ANDمولکول های  حرکت ابراین،بن شود. می تشکیل ای ثانویه ساختمان و شود می ایجاد پیوند AND
 تک رشته ای بستگی دارد. اگر ANDثانویه  ساختمان به باشد مولکول اندازه تابع آنکه به جای این حالت
 بر مربوطه باند و بوده متفاوت گردند تشکیل می که پیوندهایی نوع باشد، داده روی جهشی توالی این در
 5-6آمید ( آکریل ژل درصد باشد)، بالا زیاد ژل (نباید دمای انندم عواملی بود. خواهد متفاوت نیز ژل روی
 553 آل ایده و باز جفت 113-151 بین بررسی (معمولاً مورد ANDاندازه قطعه  و است) مناسب درصد
 .)7991 ,iealokliG inavzeRدارند ( نقش PCSSموفقیت  در باز) جفت
 2نوکلئوتیدی تك های شکلي چند -12-1-9-5-7-2
 آن، دو در که است وضعیتی PNSیک  می باشند. بازها جفت تک به مربوط تفاوتهای بر مبتنی نشانگرها این
 اما داد تشخیص متعددی روشهای به توان می را PNSدهند.  می رخ محسوسی فراوانی با هم جانشین باز
و  ANDها، قطعات می باشد. ریزه  1ANDهای  ریزه از استفاده رابطه، این در جدید آوری نسبتاً  فن یک
 4ANDc با ها، ریزه این اند. شده مرتب کوچک ای زمینه ماده یک روی شامل هزاران ژن هستند که بر
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 برگزیده بافت یک از حاصل شده نشاندار است) شده برداری نسخه ANRتک رشته ای که از روی  AND(
 ). 7991 ,iealokliG inavzeRگردند ( می کاوش
  2ها ماهواره -22-1-9-5-7-2
 و کنند نمی رمز را خاصی پروتئین گونه هیچ که دهند می تشکیل ردیفهایی را موجودات ژنوم عمده قسمت
 ردیفهایی عملکردی، غیر ردیفهای این جمله از است. نشده مشخص درستی به آنها هنوز نقش و عمل
 تکراری توالیهای هب و شوند می تکرار هم دنبال به طور مکرر به و شده تشکیل باز چند از که هستند
 :شوند می بندی تقسیمزیر  دسته سه به خود اندازه اساس بر ردیفها این معروفند.
زمانی مطرح گردید که معلوم شد در سانتریفیوژ کلرید سزیم، بخش  ایماهواره ANDستلایت ها:  -3
این بخش  وگیرد میاز باند ژنومی اصلی قرار جدا دهد که ای تشکیل میکل باند ماهواره ANDکوچکی از 
 و شدهکه هزاران یا میلیونها بار تکرار  دجفت باز دار 115که کمتر از  استای کوچک دارای توالیهای ساده
  .شوند یافت می سانترومرها نزدیک تروکروماتینه نواحی در
در طول  که است ای با واحدهای تکراری بسیار کوتاهترماهواره ANDدیگری از  نوع: 1مینی ستلایت ها -1
 بوده و در نواحیجفت باز  53-46و شامل واحدهای تکراری  یابی ژن انسولین انسانی کشف گردید توالی
 ).  5991 ,thgirW dna yllieR’O(شوند  می یافت یوکروماتین
ها یا  ریز ماهواره. مطرح گردید) 8991(و همکاران  syerffeJتوسط  ماهواره واژه ریز ها:میکروستلایت  -1
های ژنومی هستند که به فراوانی در یری از تکرارهای پشت سر هم توالی، نوع بی نظ1های کوتاه تکرارییتوال
                 طول ژنوم پراکنده شده اند و میزان بالایی از پلی مورفیسم آللی را نشان می دهند 
 گروه اخیر به نام شناخته می شوند. دو 5RSS یا 4RTS و تحت عناوین )vokaitsihC ,.la te 6002(
 3-6ها با تکرارهای کوتاه  ریز ماهواره). 5991 ,thgirW dna yllieR’Oنیز مطرح می باشند ( 6RTNV
 dna nnamkceBجفت باز دارند ( 11-113پراکنده اند. آنها مجموعاً بین  ANDجفت باز در امتداد 
دهند بار رخ می ، یک13 pbkهر  تقریباًها  ماهواره های ماهی ریز شود که در گونهگفته می). 2991 ,rebeW
شود که در این امر باعث می و پیوندندوقوع میه بیک بار  1153 pbkو این در حالی است که ماهوارکها هر 
رسد که هر ژنی حداقل ها بسیار کارآمدتر باشند. به نظر میماهواره ژنومی، ریز مطالعات مربوط به نقشه یابی
اند. کننده قرار گرفته دککنار ردیف  5یا َ 1یا در نواحی َ 7باشد که در یک اینترونماهواره داشته  یک ریز
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کننده کد ها در سرتاسر ژنومهای یوکاریوتی کم و بیش یکنواخت است ولیکن در نواحی ماهواره توزیع ریز
 گیری قرار آرایش ساسا بر ها ریز ماهواره .)6891 ,.la te ztuaT( شوندو احتمالا ًدر تلومرها کمتر یافت می
 ):7991 ,thgirW dna llennoC’O( شوند می تقسیم دسته سه به ژنوم در تکراریشان واحدهای
شوند (به عنوان مثال  می تکرار به طور متوالی که است شده تشکیل تکراری واحد یک از کامل: تکرار -الف
 ).TAC
 …TACTACTACTACTACTACTAC
 ).CGGو سپس  TACاست (در ابتدا  شده تشکیل تکراری واحد ود از آن مرکزی هسته مرکب: تکرار -ب
 CGGCGGCGGCGGCGGTACTACTACTAC
شود می قطع شونده تکرار غیر واحدهای وسیله به آنها توالی که هستند مرکبی تکرارهای ناکامل: تکرار -پ
 در توالی زیر). AAA(برای مثال 
 CGGCGGCGGAACGGCGGCGAAATACTACTAC
های  ها نه تنها در گونه ماهواره ژنوم دارد. توزیع ریز ها متفاوت و بستگی به اندازهارهماهو فراوانی ریز
-ه با نقش مختلف متفاوت است بلکه در درون یک ژنوم و در بین کروموزومهای مختلف نیز متفاوت است.
در یک  ها لحاظ توزیع و سازماندهی در ژنوم ازها  ماهواره ریز که های ژنتیکی و فیزیکی مشخص شد
اند. اما با روش هیبریداسیون یکنواخت در نواحی مختلف کروموزوم توزیع شدهناحیه جمع نشده و به طور 
 فلورسنت و هیبریداسیون در ژل، مشخص شد که این توالیها در برخی از قسمتهای کروموزوم تجمع دارند
 ):7991 ,thgirW dna llennoC’O( عبارتند ازها  ریز ماهوارهعمده ترین  ).7991 ,.la te ociR(
 11)A( editoelcunonoM -
 TGTGTGTGTGTG             6)TG( editoelcuniD -
 GTCGTCGTCGTC          4)GTC( editoelcunirT -
 CTCACTCACTCACTCA    4)CTCA( editoelcunarteT -
در  دارند. آنها )G/C ylop( فراوانی بیشتری نسبت به )T/A ylop( نوکلئوتیدی به طور کلی توالیهای مونو
ثباتیش در واکنش بی به دلیل ماهواره نواحی اینترون و درون ژنی فراوانی بیشتری دارند. اما این نوع ریز
درصد) به صورت دی نوکلئوتیدی موجودند. در  11-76ها ( ریز ماهوارهبیشتر . مناسبی نیستنشانگر  RCP
ها به شمار  ریز ماهوارهبه ترتیب متداولترین انواع  n)TA(و  n)CA(ژنوم مهره داران تکرار دی نوکلئوتیدی 
قابل توجهی نواحی ژنوم با فراوانی  ی تری نوکلئوتیدی در همه تکرارهای ).0002 ,.la te htoTمی روند (
باشند این توالیها بیشتر در اگزون حضور می GACو  TTAترین آنها تکرارهای اند و معمولمشخص شده
 و دی از بیشتر احتمالاً  نوکلئوتیدها تری). 3813 ،(بنابازی شونداحی دیگر کمتر دیده میدارند و در نو
-تری نمی کنند. منقطع را رمز منطقه آنها چون می شوند یافت اگزون ژن ی منطقه در تترانوکلئوتیدها
 کمتر رو این از ،دارند پروتئین رمز توالی در داری معنی کاهش در گیاهان هم و جانوران در نوکلئوتیدها هم
-اگر چه تکرارهای دی). 7991 ,thgirW dna llennoC’Oمی شوند ( استفاده ژنتیکی مطالعات برای
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 ACAGو  ATAGقبیل  تترانوکلئوتیدی از تکرارهای د امارایجترنای  ریز ماهواره مطالعات در نوکلئوتیدی
- دی فراوانی به آنها ند اما میزانا شده رایج موجودات دیگر و ماهیان جمعیتی مطالعات در کم نیز کم
 موتیفهای در تکرای غیرتوالیهای . هستند نوکلئوتیدی دی ها ریز ماهوارهدرصد  11-76 نیست. نوکلئوتیدها
به کاهش  توجه با این وجود دهند. با می را کاهش تنوع خاطر همین به هستند ثابت هشج  طی در ناکامل
) همچنین 6002 ,.la te vokaitsihC( است افزایش هب رو آنها مطالعات تترانوکلئوتیدها، در rettutS
ها در ژنوم سالمون هر میکروستلایت ).3813 ،بنابازی( ها وجود ندارندتکرارهای تترانوکلئوتیدی در اگزون
در ژنوم  ریز ماهواره هاکیلو باز وجود دارند و طول توالی  11ای هر ژنوم قزل آلای قهوهو  کیلو باز 13
آناتومی  13-3شکل  ).6991 ,ttiweH dna ociR( ات خونسرد بیشتر از ژنوم سایر موجودات استموجود
ریز از  ).7991 ,.la te ociR( دندهدر ژنوم را نشان می آنها مکان و اندازه 43-3 شکلو  هاریز ماهواره
) و 3813(بنابازی، برای کشف اشتباهات موجود در ثبت والدین برای نتاج در مراکز اصلاح نژاد  ماهواره
 ریز ماهواره آللی ترکیب در تغییرات مطالعات، این شود. در می استفاده فیلوژئوگرافی کارهای همچنین
علت اصلی کاربرد این ) و 5002 ,.la te ztiwennaDشود ( می تبدیل تکاملی مسافتهای به جمعیتها
های جمعیتی و همچنین مطالعات ل تجزیه و تحلی، در حل مشکلات بیولوژیکیها ، قدرت آناهنشانگر
 ).5813(صفری،  باشداکولوژیکی می
 
 )7991 ,.la te ociRها ( ریز ماهوارهآناتومی  -92-2شکل 
 
 )7991 ,.la te ociRها در ژنوم ( ریز ماهوارهمکان و اندازه  -42-2شکل 
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پروکاریوت ها و حتی باکتریها یوکاریوت ها،  ها در ژنوم تمام ریز ماهواره :ها ریز ماهوارهپراکنش ژنومي 
شناخته  1733ها در ژنوم پروکاریوت ها از دهه  ریز ماهواره). وجود 0002 ,.la te eirA -ruGوجود دارند (
ها به تعداد زیاد و در الی)، ثابت کردند که این تو2891و همکاران ( adamaH). 6991 ,.la te drofurBشد (
-ریزهای )، توالی4891( zneRو  ztuaTا مهره داران وجود دارند. وسیعی از موجودات از مخمرها ت گستره
های ساده را گزارش ید کرده و انواع مختلفی از توالیژنومی آنها هیبر ANDجانوران مختلف را با  ای ماهواره
-تئین و هم در مناطق غیر کدپرو جای ژنوم، هم در مناطق کد کننده ها می توانند در هر ریز ماهواره نمودند.
-های کد ANDاما میزان پراکنش آنها در  ).0002 ,.la te htoTوجود داشته باشند ( ANDپروتئین در  کننده
 ).7991-6991 ,negnireaH naVمی باشد (درصد  3-53مهره داران ناچیز بوده و حدود  کننده
باتی بالای آنها به ها به عنوان مارکرهای مولکولی بی ث ریز ماهوارهویژگی کلیدی : ها ریز ماهوارهتکامل 
ها  ریز ماهوارهعلت میزان بالای جهش و در نتیجه تنوع زیاد آن در گونه ها و جمعیتها است. میزان جهش 
در پنج  n)CA( ریز ماهواره). آنالیز 0002 ,nergellEو در طی یک نسل برآورد شده است ( جایگاهدر هر 
ها تحت تأثیر  ریز ماهواره) نشان داد که ندگان و ماهیهادگان، دوزیستان، پرمهره داران (پستانداران، خزن رده
 ,ssorG dna ffeNبیشتر اتفاق می افتد ( ریز ماهوارهجهش می باشند و این جهش با افزایش طول توالی 
 ).1002
 ها ریز ماهوارهعملکرد 
دارای  که ANDها در به وجود آوردن بیشتر ساختارهای غیر متداول  ریز ماهواره: ANDساختار  -الف
شکل و ، بر اساس ترتیب توالی) و 6002 ,.la te vokaitsihCالگوهای ساده و یا پیچیده هستند نقش دارند (
 ):4002 ,nesnaH( شوندبندی می گروه تقسیم 4ساختارشان به 
ماهواره پشت سر هم و بدون هیچ تداخلی  در این گروه یک واحد کامل ریز :3لهای کام ماهواره ریز -3
 ). TGTGTGTGTGTG شود (ماننددیده می
-ای یک یا دو نوکلئوتید غیر ریز ماهواره در این گروه در درون واحدهای ریز :1صهای ناق ریز ماهواره -1
 ).TGTGTGCTGTGTG د (مانندنکنایجاد تداخل می هاشود که در ساختمان آنای مشاهده می ماهواره
کمی جفت باز که بیش از دو نوکلئوتید هستند و با  در این گروه تعداد: 1ههای گسیخت ریز ماهواره -1
(مانند  شوندای می ماهواره گسیختگی ریز لی جور نیستند باعثساختمان تکراری توا
  ).TGTGTGCCCTGTGTG
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در این گروه نیز دو ساختار یا بیش از آن پشت سر هم و یا یکی در  :3های مرکب یا ترکیبی ریز ماهواره -4
 .)TGTGTG CGCGCGCG فته است (ماننددرون دیگری قرار گر
). 8991 ,.la te syerffeJها نقاط مستعدی برای نوترکیبی می باشند ( ریز ماهواره :ANDنوترکیبی  -ب
موتیف های دی نوکلئوتید به دلیل داشتن میل ترکیبی زیاد به آنزیم های نوترکیب جایگاه های مناسبی برای 
و ... با  AG، TC، AC، TGمانند  ای ریز ماهوارههای برخی از توالیستند. مشخص شده که وقایع نوترکیبی ه
 ).9991 ,.la te teiBنوترکیبی را تحت تأثیر قرار می دهند ( ANDتأثیرگذاری مستقیم بر روی ساختار 
 ). 2002 ,.la te iL( مؤثر هستند ANDها در رونویسی  ریز ماهواره :ANDرونویسی  -پ
های مستقر در محلهای ابتدایی می توانند بر  ریز ماهوارهنشان داده اند که  تحقیقات مختلف :بیان ژن -ت
بیان ژن مؤثر باشند. آنها به عنوان نقاط مستعد جهش، منبع اصلی تغییرات کمی ژنتیک و سازگاری های 
 می تواند تأثیر ریز ماهوارهتکاملی هستند. در بسیاری از موارد مشخص گردیده است که تعداد تکرارهای 
ها  ریز ماهواره). از سوی دیگر ناپایداری 6002 ,.la te vokaitsihCمهمی بر سطح بیان ژن داشته باشد (
نومی به دلیل آنکه فراوانی و جهش پذیری های ژ ریز ماهواره .را در بیان ژن ایجاد کند قادر است اختلافاتی
انند منبع تغییرات مهمی در ود می توآرایش اندازه آنها ایجاد ش ی دارند، چنانچه تغییری در نحوهیبالا
 ).7991 ,.la te ihsaK ;2002 ,rehcoK dna namleertSهای اختصاصی جمعیتهای طبیعی گردند (ویژگی
این تأثیر می تواند بر بقا جمعیت و سازش پذیری آن نسبت به شرایط متغیر محیطی بسیار پر اهمیت باشد 
 ).2002 ,.la te pihsneknalB(
بسیار بالای آنها ریز ماهواره، چند شکلی  واحدهای تکرار شونده در تنوع تعداد: ز ماهواره هاچند شکلي ری
 آنهااز خصوصیات مهم  ا وهکه این تنوع خود ناشی از نرخ بالای جهش این نشانگر گرددرا سبب می
-ریز رشتهجهش در هر نسل است و با بلند شدن  13-13تا  13-3میزان جهش در این جایگاهها  .باشدمی
های قابل توارث در جایگاههای  یابد. وجود چنین ناپایدارییش میای میزان جهش به مراتب افزا ماهواره
عواملی همچون  .ماهواره آنها را تبدیل به ابزاری سودمند برای مطالعات ژنتیکی و تکاملی کرده است ریز
با توجه به میزان  .دنباشای مؤثر میماهوارهتعداد و نوع تکرار ردیف کناری و نوترکیبی بر میزان جهش ریز 
  ):0002 ,nergellE( ها پیشنهاد شده استجهش بالا دو نوع مکانیسم برای این جهش
نسخه جدید  ،بر اساس این نظریه در خلال نسخه برداری رشته ی مکمل در طی فرآیند تکثیر:1لغزش  -3
 هاریز ماهواره ANDولی به دلیل ساختار تکرار شده عادی قرار گیرد  تواند به شکل غیرسنتز شده می AND
ای کوچک به و تنها یک ساختار حلقه ماندهای جدید هنوز به صورت جفت شده باقی اکثر بازهای دو رشته
جدید  تعداد تکرارها در رشتهد ادامه پیدا کن ANDصورتی که سنتز  و در می ماندصورت جفت نشده باقی 
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رو لغزش نسخه برداری منجر به ایجاد یک سری از آللها با اندازه متفاوت (تعداد  ناز ای .تغییر خواهد کرد
  ).1813(عرفانی مقدم،  شودتکرارهای متفاوت) در افراد جمعیت می
شوند که به طور ناقص با هم جفت میکروموزومهای همولوگ  کراسینگ اور بین :3کراسینگ اور نابرابر -1
اضافه شدن در ، کراسینگ اور نامتعادل موجب حذف شدگی در یک مولکول .شودمیوز انجام می در مرحله
 ).8991 ,.la te enietsdloG( گرددها می آن باعث انبساط و انقباض آرایهب مولکولی دیگر و متعاق
ها بر آنزیم های کنترل میزان جهش و چرخه های سلولی  ریز ماهوارهمشاهدات نشان داده اند که  :جهش
های  ژنتیکی از داده به منظور برآورد میزان تنوع در جمعیت و فاصله). 1002 ,.la te gnahCند (مؤثر می باش
ای از دو مدل اساسی جهش آللی ماهواره ماهواره و برای توصیف تنوع ژنتیکی در جایگاههای ریز ریز
ولکولی جهت درک تحقیقات در سطح م)، 4691( worCشود. استفاده می 1ایو جهش مرحله 2نامحدود
انجامد و  ه جهش تنها به حالت آللی جدید میک بینی کرد نمود و پیش را پیشنهاد MAIجمعیتها مدل 
هر تعداد در توانند و این حالات می اند وجود نداشته د که قبلاًنآیهمیشه آللهایی در جمعیت به وجود می
به )، 3791( atOو  arumiK که توسط MMSبر عکس در مدل  دهند) رخ TG (مانند هواحد تکرار شوند
که جهش به صورت اضافه شدن یا  شدعنوان یک تئوری در مبحث ژنتیک جمعیت معرفی گردید پیش بینی 
ها آللهایی را برخی از جهشکه دهد. این بدان معنی است ) رخ میTG حذف یک واحد تکرار شونده (مانند
ای هم  ماهواره های ریزاده از مدلی که بهتر با دادهاند. اهمیت استفتولید خواهند کرد که از قبل وجود داشته
خوانی داشته باشد در این است که این کار موجب خواهد شد که برآوردهای دقیقتری از اندازه جمعیت و 
آللی نیز وجود  Kای و مدل البته مدلهای دیگری مانند مدل دو مرحله آورد.وقایع ساختاری آن به دست 
 ,.la te ociR( حالت آلل دیگر است K-3یک  ل ثابت تغییرپذیری به طرف هردارد و هرآلل یک احتما
میزان تنوع مشاهده شده در  MMSمطالعات اولیه بر روی مدلهای جهش حاکی از آن است که ). 7991
ای نشان  ماهوارهز بررسی انواع ترتیبهای ری و نمایدبینی می ای را دقیقتر پیش ای ریز ماهوارهجایگاهه
نوکلئوتیدی و دو نوکلئوتیدی در مقایسه با جایگاههای  چهاریا  سهکه تغییر پذیری جایگاههای دهد می
ماهواره، کاهش  های ریزافزایش تعداد واحد ).4002 ,nesnaH( دارند MMSماهوارکها شباهت بیشتری با 
ها، باعث واحدنواحی مجاور  GCنوکلئوتیدی) و کاهش تعداد  طول تکرار (دی نوکلئوتیدی نسبت به تترا
ها بیشتر  میزان جهش در نرها نسبت به ماده ها نشان داده گردند. همچنین بررسییزان جهش میافزایش م
 ).6813است (نوروزی، 
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جداسازی و تعیین توالی ناحیه مجاور ، استخراج ها نیازمندماهواره ریزاستفاده از : جداسازی ریز ماهواره ها
، روش DPARروشهای مختلفی ابداع شده که شامل روش سنتی، مبتنی بر  باشد. برای این منظورمی هاآن
که در ذیل به شرح روش بسط آغازگر که بر  باشدمی PLFA گیری انتخابی و مبتنی بربسط آغازگر، دو رگه
 :شودشود پرداخته میاستفاده نمی RCPخلاف دیگر روشها از تکنیک 
را هضم نموده و برای تعیین  AND ،ژنومی ی ساخت کتابخانهین روش ابتدا برادر ا: روش بسط نشانگر -3
اندازه آنها قطعات حاصل از هضم را بر روی ژل آگارز برده و پس از انتخاب و جداسازی قطعات مناسب 
سپس این ناقل  قطعه مورد نظر را وارد یک حامل فاژی کرده تا تک رشته تشکیل شود. ،جفت باز 111-116
و این کتابخانه با استفاده از  می شودتشکیل  3انتقال یافته و یک کتابخانه ژنومی نسبیها  وارگانیزمربه میک
که  1همسانه هاییگردد و ردیف یابی می 2دارد غربال n)AC(یا  n)TCC( کاوشگری که واحد تکرار شونده
نحصر به های ممتناظر با ردیفهایی با کاوشگر مذکور جفت شوند صورت گرفته و در آخر طراحی آغازگر
 .)7991 ,.la te ociR( گیردفرد واقع در هر دو طرف آنها انجام می
 مزایای ریز ماهواره ها
توان افراد یعنی به راحتی می کنندباشند و از توارث ساده مندلی تبعیت میمی 4زرتوارث همبا دارای -3
 .یگوت تفکیک نمودایگوت را از هموزاهتروز
شوند و پراکندگی آنها در سطح ژنوم موجودات عالی نیز یافت می ژنوم موجودات به فراوانیدر  -1
 باشد.یکنواخت می
 در تشخیص میان افراد، در صورت استفاده از ترکیبی از جایگاهها، در مطالعه و ی دارندیبالا یشکل چند -1
 می باشند.جریان ژنی و تعیین هویت بسیار توانمند 
 .قابل تکثیر هستند RCPبه وسیله نیاز دارند و  ANDبسیار کمی مقدار  -4
 آنها آسان و دقیق است. امتیازدهی -5
های بسیار نزدیک دیگر وجود دارد یک گونه در گونه ماهواره قابلیت استفاده از نشانگرهای ریزمعمولاً  -6
 ).5991 ,thgirW dna yllieR’O(
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 ریز ماهواره ها عایب و مشکلاتم
شناسایی و ی آنهاست یها که در واقع مشکل عملی و ابتدا ماهواره ریز از مشکلاتیکی  :تعیین توالی -3
 نشانگر مورد نیاز است که انجام آن مستلزم صرف وقت و هزینه ساختطراحی و برای تعیین توالی بازی 
 زیادی است.
ندهای که منجر به تولید با دهدپلیمراز رخ می ANDاشتباهات در اثر لغزش : این 3یشتباهات آلل خوانا -1
این باندها را باندهای نارسا  کهگردد که همچون سایه در اطراف باند اصلی قرار گرفته پهن و متعددی می
د. این باندها معمولا ًنآی وجود میه ب RCPطول  در لغزششود که در اثر حوادث  نامند و گفته می می
های مربوط  کرد اما اگر با فرآوردها صرفنظر توان از آنهباندهای اصلی دارند و میی نسبت به وضوح کمتر
توان چند  شود. میخیص این دو باند مشکل میآنگاه تش، دنیگوت همپوشانی داشته باشابه یک فرد هتروز
  :روش را برای رفع این مشکل به کار برد
ین بیشتر ب مناسب است زیرا با توجه به فاصلهجایگاههایی با واحدهای تکرار چهار نوکلئیدی انتخاب  -الف
 .ی کمتر استیتر و نارسا ها تعیین آلل سادهدر این جایگاهها لآل
، است )جفت باز 113حدود (ها  فرآورده از جایگاههای دو نوکلئوتیدی به همراه کاهش اندازهاستفاده  -ب
کمتر  ها افزایش یافته و نارساییلعیین آلگردد تا صحت تزیرا اندازه کوچک آللها به لحاظ فیزیکی سبب می
 .یابدپذیری قابل تشخیص نیز کاهش می ود هر چند که میزان تغییرش
 .برای افزایش دقت از چندین نشانگر اندازه برای ژلها استفاده کردمی توان  -پ
 اند استفاده کردهایی مانند ژنوتایپر که جهت تشخیص باندهای نارسا طراحی شدهاز برنامهمی توان  -ت
 ).5991 ,thgirW dna yllieR’O(
هایی هستند که ضعیف تکثیر شوند و یا پس از تکثیر و تفکیک قابل صفر آلل: آللهای 2رایجاد آللهای صف -1
از اتصال آغازگر جلوگیری کرده و در نتیجه  ها ریز ماهواره 1. وجود جهش در توالیهای مجاورنیستندرویت 
ذف بین ترتیب مورد تکثیر و محل شود. البته وقایعی مانند درج و حتولید نمی RCPای در هیچ فرآورده
جهش در درون ترتیب مورد تکثیر (که موجب تغییرات زیادی در  استخراجی و ANDآغازگر، کیفیت پایین 
وجود آللهای خنثی موجب برآورد  .توانند باعث ایجاد آللهای صفر شوندگردد) نیز می فرآورده می هانداز
 1333آللهای صفر، اولین بار در سال  أنوع و منش. گرددنادرست هتروزایگوسیتی در داخل یک جمعیت می
توانند طور معنی داری میه این آللها ب ای دو نوکلئوتیدی انسان گزارش گردید.و در جایگاههای ریزماهواره
توان وقوع آللهای صفر را می. ای شرکت نمایند ماهواره های ریز در الگوهای تنوع مشاهده شده در جایگاه
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واینبرگ مورد انتظار است، تشخیص داد.  -هاردی ها نسبت به آنچه که در شرایطیگوتازایش هموزاز روی اف
بروز نماید.  RCPصورت افزایش تعداد موارد عمل ننمودن ه وقوع این آللها با فراوانی بالا ممکن است ب
یگوت در اهتروز باید توجه داشت که ممکن است آلل صفر قابل تعیین بوده ولی ضعیف باشد. در یک فرد
را به زیان آلل  RCPآلل غیر صفر فرآیند  هممکن است آلل صفر دیده نشود، زیرا فرآورد RCPاثر فرآیند 
 هر چند ضعیف یگوت است، ممکن است فرآوردهاصفر پیش خواهد برد. در فردی که برای آلل صفر هموز
صفر وجود ندارد. این پدیده  هآورددیگری برای رقابت با فر هدیده شود زیرا در طی واکنش هیچ فرآورد
ای معمول  ایی بزرگ دارند، به پدیدهه و در موجوداتی که ریز ماهواره شودنامیده می 3آللهای صفر نسبی
حساس شود. این  2ماهواره به ریزش آللهای بزرگ شود ریزتبدیل شده است زیرا بزرگتر بودن سبب می
-شود به سادگی منجر به افزایش نسبت درستمربوط می الگو ANDریزش که اغلب به کیفیت نامناسب 
استفاده از بافتهای قدیمی یا ذخیره شده به . گرددهای بزرگتر می برای فرآورده RCPعمل ننمودن  نمایی
 RCPها را به کمک  ماهواره ، بررسی ریزANDهای استخراج سریع  و دستورالعمل RCPعنوان منبع 
و آلودگی پروتئینی، تکثیر آللهای بزرگ را در مقایسه با آللهای کوچک  تسهیل نموده است. ولی خرد شدن
ها تنها در  یگوتاسازد. در یک مطالعه معلوم شد که کمبود معنی دار هتروزند کرده و یا متوقف میک
از  ANDجای خون از بافت عضله استخراج شده است. استخراج ه ب ANDشود که جمعیتهایی مشاهده می
شود و یا های قدیمی انجام میباشد. در مطالعاتی که بر روی نمونهتر و سریعتر میفنی سادهخون به لحاظ 
استخراجی آنها نامناسب است، تنها بایستی جایگاههای کاملاً مشخص و  ANDدر مطالعاتی که کیفیت 
 RCP هآوردریبی مربوط به نسبت درست نمایی اندازه فرا) مورد بررسی قرار گیرند تا <153pbکوچکتر (
 ).4002 ,nesnaH( کاهش یابد
ها، ناشی از ماهواره شکلی و تغییرات مشاهده شده در ریز : چنداندازه ی (هموپلاسمی)تشابه ساختمان -4
تغییرات طول قطعات تکثیر شده است. دو آلل در صورتی از همه لحاظ یکسان هستند که بدون جهش از 
آلل ممکن است اندازه یکسان و یا حتی توالی یکسان داشته ولی آلل اجدادی یکسان ایجاد شده باشند. دو 
شوند. آنها ممکن است از یک آلل ولی با یک از یک جد مشترک نباشند که هموپلاسی اندازه نامیده می
توجهی به هموپلاسی اندازه منجر به برآورد رو به پایین زمان انشعاب تاریخ متفاوت ایجاد شده باشند. بی
اندازه مشخص  معیتها خواهد شد. این پدیده ممکن است از طریق مقایسه توالی دو آلل همواقعی بین ج
  ).4002 ,nesnaH( شود
-های ریز مناسب برای توجیه تنوع در جایگاه مدلهای جهش انتخاب :انتخاب مدل جهش مناسب -5
نسبی مدلهای جهش وجود ای آسان نیست. در حال حاضر با توجه به عدم قطعیتی که در مورد نقش ماهواره
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هایی که ویژه در گونهه ای (بدون آزمون و ب ماهواره شود محققینی که از تغییرپذیری ریزدارد، توصیه می
 Fهای آماره نمایند، روشی محافظه کارانه در پیش گیرند و ازدهند) استفاده میتعداد زیادی آلل بروز می
  ).4002 ,nesnaH( مرسوم بهره گیرند
 هموارد مهم برای متخصصین ژنتیک و مدیران، تعیین حداقل اندازه نمون: یکی از مورد نیاز هنمون دازهان -6
باشد. اگر تعداد ها میقابل فهم از داده تفسیرهای و ارائه ایماهواره مورد نیاز برای ارزیابی تغییرپذیری ریز
تر باشند)، با تعداد نمونه ل ایگاهها چند شکچه ج ای بسیار زیاد باشد (هرماهواره آللها در جایگاههای ریز
، اندازه نمونه کنون صورت گرفته توان تغییرپذیری ژنتیکی را بررسی نمود. در اکثر مطالعاتی که تاکم نیز می
گیریم، این امر بیشتر خود را که نسبت تعداد آلل را به اندازه نمونه در نظر می است. هنگامی نبودهکافی 
 %5های آللی گزارش شده بر اساس این نسبت به احتمال زیاد کمتر از  اکثریت فراوانی و دهدنشان می
شوند. بنابراین حالات آللی احتمالی شرح داده می %15باشند. علاوه بر این اکثر جمعیتها با کمتر از می
یی که تنها در (آللها 3یدر رابطه با آللهای اختصاص اکثریت مطالعاتی که تا این تاریخ صورت گرفته است
-مانند شبیه، 2اند. تکنیکهای عددی برای نمونه سازیاند) هیچ فرضی را در نظر نگرفتهیک موقعیت رخ داده
نمایند. اما برای کم کمک می هدر تجزیه و تحلیل تعداد نمون، 4و روش زنجیره مارکف 1سازی مونت کارلو
ها، لازم است تعداد تتری از تمایز جمعی زارش شده و ارائه برآوردهای صحیحهای گ بهبود حجم داده
ردها، اطمینان مربوط به این برآوه تر در اثر کاهش دامن یش داده شود. این برآوردهای دقیقها افزانمونه
مورد بررسی  جایگاهمورد نظر و نوع  هواقعی مورد نیاز به میزان زیادی به گون هآیند. اندازه نمون حاصل می
بزرگتری لازم  هشود حتماً اندازه نموندر مطالعاتی که تعداد زیادی آلل گزارش می بستگی دارد. برای مثال،
 هیک راهکار احتمالی برای کم کردن مشکل اندازه نسبتاً کم نمون ).5991 ,thgirW dna yllieR’O( است
. شوندبندی  روهای معین گ است که آللها در کلاسهای اندازه ها) این(در نتیجه زیاد بودن دامنه اطمینان داده
کار موجب کاهش اطلاعات و کاهش دامنه اندازه خاص شده و تعداد گروههای آللی انتخاب شده به  این
د. این راه ممکن است تنها راه غلبه بر سطوح بالای تغییرپذیری مشاهده شده نگرد زیادی معقول می میزان
بندی دارند  انی پایینی دارند، نیاز به گروهفراو ی کهیآلل) باشد. تنها آللها 15در برخی جایگاهها (با بیش از 
را در نظر  MMSدهند. در صورتی که مدل جهش آلل رخ می هاین آللها در دو انتهای دامنه انداز و معمولاً
ای رسد. تعیین اندازه نمونهشان نیز مطلوب به نظر می دی آللها بر مبنای مشابهت اندازهبنداشته باشیم، دسته
کار  این ی است.یبار یا بیشتر ارائه نمود، انتظار نابجا 5ها را به تعداد لاکثریت آل جایگاهتوان در یک که با آن ب
های خیلی بزرگ نیاز دارد و در برخی موارد این تعداد از تعداد افراد موجود در جمعیت بیشتر به نمونه
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اندازی ه را سازی، مانند خوداست. در چنین مواردی تنها راه حل ممکن، پذیرش تکنیکهای عددی نمونه
آورند. با وجود آنکه های اطمینان فراهم می ها را از طریق دامنهماد به دادههایی از میزان اعتاست که برآورد
آلل نشان  5-13هایی که بین  ممکن است، برای جایگاه ها غیر ماهواره تعیین اندازه مناسب برای ریز
یکی دیگر از مسائل مربوط . د بودنهای بزرگتر مطلوبتر خواهالبته نمونه ،ودفرد را منظور نم 15دهند باید می
ای است. این تعداد به  ماهواره به اندازه نمونه، تعداد جایگاههای مورد نیاز برای بررسی تغییرپذیری ریز
. اگر بستگی دارد ییرپذیری جایگاههای مورد استفادهمیزان زیادی به پرسشهای بیولوژیک طرح شده و تغ
هدف از مطالعه بررسی تمایز جمعیتی باشد، ممکن است برای نشان دادن سطح معنی داری از ساختار بین 
کافی باشد. با این وجود، تکنیکهای نمونه سازی که واریانس و دامنه اطمینان  جایگاهجمعیتها، یک یا دو 
گیرند. بنابراین برآوردهای حاصل میبر روی جایگاهها انجام  کنندهای خاصی را محاسبه میادهمربوط به د
های اطمینان  آوردن دامنهدست ه د بود. گفته شده است که برای بنمشکوک خواه جایگاهاز تعداد کمی 
 (عرفانی مقدم، ه شودکار برده ب جایگاه 5، حداقل باید Fهای معنی دار و برآوردهای واریانس برای آماره
این است که به هنگام تشکیل درخت فواصل ژنتیکی،  جایگاهکم مشکل دیگر در رابطه با تعداد  ).1813
باشند. از طور ساختگی بزرگ میه شوند باندازی برای جایگاهها تولید میراههایی که از طریق خودگره
) کمتر است 1113ای از موارد نمونه سازی (اغلب طور قابل ملاحظهه که تعداد تحریفات احتمالی بی آنجای
امکان ایجاد مقادیر ساختگی و بزرگ افزایش  و انجامده برآورد واریانس ساختگی و کوچک میدر نتیجه ب
 ه تفسیر نادرستی ازممکن است ب جایگاهیابد. بنابراین نمونه سازی به میزان زیاد به همراه کم بودن تعداد می
مشکلات فنی ، آللهای صفر که ممکن است عواملی مانند ییاز آنجا های تعیین شده بیانجامد. توانمندی گره
ریب برآوردهای مربوط به تعادل او مشکلات مربوط به آلل خوانی در برخی جایگاهها وجود داشته و باعث 
را  جایگاهواینبرگ گردند، برای بررسی تغییرپذیری درون جمعیتی باید چندین  -هاردی یا عدم تعادل
 ه هایمعیتی مورد پذیرش قرار نگرفته باشند، مقایسهای جآزمایش نمود. اگر تفاسیر غلط مربوط به داده
شود که برای بررسی های تک جایگاهی و چند جایگاهی ضروری خواهند بود. توصیه می تجزیه و تحلیل
 ).5991 ,thgirW dna yllieR’O( کار برده شوده ب جایگاه 5پرسشهای ژنتیک جمعیت، بیش از 
 ها ریز ماهوارهحفاظت شدگي 
حفاظت شدگی یک )، 6991(و همکاران  reiseMدر اولین مطالعات توسط  :ریز ماهواره ها تولد و مرگ -3
 انسان نشان ی های میمون و گونهتترانوکلئوتیدی درون یک ژن بین همه انواع گونه ریز ماهواره ای جایگاه
ریز ولد و تکامل آنها (در اثر جهش) مدلی برای پیدایش یا ت جایگاههای یداده شده و از روی تغییرات توال
 ریز ماهواره جایگاه یاز بررسی توالیها)، 9991( و همکاران rolyaTارائه گردید. در همین راستا  ماهواره ها
، انقطاع در ریز ماهواره هاتکاملی  ای خاص از انتهای چرخهدر مرحله های مختلف نتیجه گرفتند کهدر گونه
 35
افتد و این ای بزرگتر تکراری در مرحله بعد اتفاق میتوالیهای تکراری در یک مرحله و حذف شدن بخشه
 ).1813 ها نام نهادند (عرفانی مقدم، ریز ماهوارهمرحله را مرگ 
-ریز جایگاه هایحفاظت شدگی )، 6991( ttiweH و ociR :های بسیار حفاظت شده ریز ماهواره -1
سیستماتیک و دو  نمودند که میان فاصلهو ثابت  های ماهیمیلیون سال میان گونه 174را به مدت  ایماهواره
مورفیسم ایجاد شده، نسبت آشکاری وجود ها و هتروزایگوسیتی و پلیشدگی محل پرایمر فاکتور حفاظت
  ).1813(عرفانی مقدم،  دارد
 ها ریز ماهوارهکاربردهای 
در مسائل حقوقی مطالعات مربوط به تعیین هویت : 1یآنالیز خویشاوند و 2ب، آزمون انسا3تتعیین هوی -3
گیرند. در ایالات متحده، برای تعیین هویت بسیار مورد استفاده قرار می ...و قضایی، جنایی، دیرین شناسی و 
شود ای استفاده میریزماهواره جایگاه 13جنایتکاران از روی مواد بیولوژیکی باقیمانده در صحنه جنایت از 
قابل تکثیر  4چندگانه RCPتنها در قالب دو واکنش  جایگاه 31اند. این صورت کیتهای تجاری درآمدهه که ب
یابی خودکار تشخیص داده  تی آغازگرها و به کمک سیستم ردیفباشند و با نشاندار کردن فلورسنمی
در انسان و  5مطالعات مربوط به بررسی روابط خویشاوندی، آزمون انساب و تعیین اصالت. شوندمی
باشند. ای برخوردار است، بسیار مورد توجه میبودنشان از اهمیت ویژه حیواناتی همچون اسب که اصیل
باشند. در های اهلی و درک الگوهای آمیزشی در حیات وحش مفید میجمعیتچنین مطالعاتی برای مدیریت 
توان روابط خویشاوندی بین افراد را از طریق روش نسبت جمعیتی می هحالت ایده آل، در قالب یک مطالع
چنین مطالعاتی بسیار ها به سبب ماهیت بسیار متغیرشان برای  ماهواره ارزیابی نمود. ریز 6ماییدرست ن
ها، روشی را  ماهوارهز با استفاده از ری)، 3002( rellahT ).5991 ,thgirW dna yllieR’O( مناسب هستند
توان کار را نیز می ر اینهای گمنام به دو جمعیت متفاوت ابداع نمودند. به عبارت دیگبرای انتساب نمونه
جای انتساب یک فرد یا یک نمونه به والدینی مشخص، فرد یا ه ساب دانست که در آن بتیک نوع آزمون ان
 گردد.نمونه مذکور به جمعیتی مشخص منتسب می
تصمیمات مدیریتی عاقلانه تصمیماتی هستند که بر مبنای درک  :ظتفاح و جمعیت ساختار مطالعات -1
ویژه ه ساختار ذخایر زیستی مورد نظر اتخاذ گردند ولی قلمروهای فرضی این ذخایر زیستی بصحیحی از 
توان برای تعریف در محیطهایی همچون اقیانوسها کاری پیچیده و دشوار است. نشانگرهای ژنتیکی را می
ها  هوارهما ویژه تغییرپذیری زیاد ریزه کار برد. سهولت جداسازی، تشخیص و به ساختار این ذخایر ب
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گذرد، به ابزاری توانمند ها علیرغم مدت زمان کوتاهی که از کشف آنها می موجب شده است که ریزماهواره
 بررسی یا منطقه یک ذخایر بازسازی در. جهت تجزیه و تحلیل ژنتیکی جمعیتهای طبیعی تبدیل شوند
 افتادن خطر در در زمان تا آورندمی  دسته ب را منطقه آن ماهیان ژنتیکی نوع معمولاً  ،هاآن جمعیتی ساختار
 ساختار جایی کهدر  نشانگر این فیلوژئوگرافی . کاربرد)5813(صفری،  دهند نجات را آن بتوانند گونه آن
 حتی ریز ماهواره. است عالی ای ملاحظه قابل طور به شود می بررسی جغرافیایی بزرگ مقیاس در جمعیت
جمعیتها  شناسایی و ژنتیکی تنوع بررسی در مثال برای باشد اعتماد قابل هم کوچک مناطق در قادراست
 و وحشی جمعیتهای ژنتیکی تنوع جهت بررسی ببری میگوی روی که مطالعه ای در .)8002 ,.la te noxiD(
 این شد که جمعیت دیده دو هر در جمعیت مؤثر اندازه کاهش و ژنتیکی تنوع کاهش شد انجام پرورشی
 معرض در های گونه شناسایی جهتهمچنین زدند.  حدس قوی ژنتیکی مدیریت بودن اثر در تنها را رفتار
بررسی مهاجرت  و )onikeS ,.la te 8002( گرفت قرار بررسی مورد 3راست چشم فلاندر مانند و نادر خطر
 با گونه دو این تلاقی و باس دریایی از طبیعی جمعیت یک و پرورشی جمعیت دو ژنتیکی بررسی ماهیان  با
 ها از هچری کدام هر اثر و ماهیان این فرار میزان ،طبیعی محیط در اینها آمیزش سازی شبیه منظور به هم
 شد گیری اندازه قابل می شوند دریا وارد قفسها شدن شکسته اثر در که طبیعی جمعیت ژنتیک روی
 ).5002 ,.la te onaiggiM(
 و پدر از را آلل یک ،فرزند یک ،ریز ماهواره  هر برای: گونه و والدین و روابط والدینی ANDشناسایی  -1
 را آلل یک پذیری ارث نحوه می توانند راحتی بهریز ماهواره  هاینشانگربرد.  می ارث به مادر از را آلل یک
 می توانند یک روش مفید بودنشان همبارز دلیل به هاریز ماهواره  دهند. همچنین نشان فرزندان به والدین از
ماهیان هیبرید  قبیل از مطالعاتی ند که در این راستا می توان بهباش گونه دو بین هیبرید برای شناسایی
 روابط )، بررسی7002 ,.la te tayaB -pooFجنسیت ( تغیر )، اثبات8002 ,ikcinzoW dna tayaB -pooF(
 و جمعیت یک مولدین مؤثر )، تعداد7002 ,.la te serknuMگروهی ( مثل تولید در سهم والدین و والدینی
 ,.la te atawAگروهی ( مثلی تولید سیستمهای )، تشخیص8002 ,.la te naeLcMلقاح ( موفقیت بررسی
 اشاره نمود.) 8002 ,.la te nilreHوالدین ( و فرزند )، تشخیص5002
 نمی توانند هستند، رمز فاقد توالی ها ریز ماهواره که آنجا از: همه گیری و آسیب شناسی مولکولی -4
 با ارتباط و پیوستگی نشانگر این این حال کنند. با شناسایی را بیماری فنوتیپ مسئول لوسای ستقیماً م
 عملکردی ژنتیکی اختلافات دیگر با لینکاژی تعادل عدم توان می آن استفاده از با دهد و می نشان را بیماری
 به مقاومت مسئول ژنهای یشترب شناسایی و برداری داد. نقشه نشان را هستند بیماری فنوتیپ مسبب که
 با زا بیماری ارگانیسم های در دارویی مقاومت کننده کنترل ژنهای پاتوژنها و شناسایی و انگلها بیماری
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 بیماری مانند بیماری هایی تشخیصاست که در این راستا می توان به  انجام قابل ریز ماهواره غربال
 osorraB teدر قزل آلا ( NHI)، بیماری ویروسی  nosnhoJa te,.l 8002آلا ( قزل در 3سرد آب باکتریایی
)، انگل 6002 ,.la te ijuFژاپنی ( فلاندر در لمفوسیستیس ایریدوویروسی )، عفونت8002 ,.la
 سفید لکه ویروسی )، سندرم6002 ,.la te yebliGاطلس ( آزاد اقیانوس در ماهی seiralas sulytcadoryG
) اشاره 6002 ,.la te nuSاینترفرون ( ژن کننده تنظیم فاکتورهای شناسایی و )8002 ,.la te gnoDمیگو ( در
 .نمود
هزار ژن در هر گونه از پستانداران و پرندگان وجود دارد و  15-113احتمالاً بین  :2یابی ژنومی نقشه -5
وجود ژنتیکی  ههای ژنتیکی است. دو شکل از یک نقشاولین گام عمده در مسیر کشف ژنها، خلق نقشه
 دارد:
ترتیب خطی و بر طبق ه پیوسته است که ب (گروههای) هایی از ژنهاکه شامل فهرست :1نقشه پیوستگی -الف
 اند.شان مرتب شده کسر نوترکیبی
 دهد.که موقعیت هر ژن را روی کروموزوم نشان می :4نقشه فیزیکی -ب
 های نقشه ساخت برای آنها از ها، ارهریز ماهو کوچک مقدار و مورفیسم پلی بالای سطح فراوانی، دلیل به
 ها نقشه از این استفاده کمی، صفات مولکولی آنالیزهای برای اولیه کنند. چارچوب می مفید استفاده ژنتیکی
 بازوهای و لینکاژی های گروه بین ارتباط لینکاژی های است. نقشه های ژنتیکی نقشه دیگر با تلفیق برای
 گونه در ژنتیکی های کنند). نقشه می مشخص کروموزوم را روی ژن جایگاهکنند ( می فراهم را کروموزومی
) و تیلاپیا 6002 ,.la te vokaitsihC)، باس دریایی (5002 ,nomeiSاطلس ( آزاد اقیانوس های ماهی
 ) شناسایی و گزارش شده است.4002 ,.la te inaanC(
 صفات هستند. این فیلوژنیک هستند، ممه تجاری نظر از که صفاتی بیشتر: کمی صفات لوسای نقشه -6
 چند کمی، صفات دارند. عموماً  نام 5LTQ به اختصار که دنشو می کنترل جایگاه یک از بیش توسط
ریز  متکی بر های استراتژی می کنند. امروزه بروز محیط و شرایط ژن چندین تأثیر تحت وفاکتوری هستند 
 مسائل با در ارتباط که صفاتی برای خصوصاً  است شده sLTQشناسایی  برای مفیدی تکنیک ،ماهواره
ماهیان (آزاد  آزاد خانواده از ماهی گونه سه در LTQمطالعات  هستند. بیشتر تکاملی و اقتصادی بیماری،
 ,.la te iajromoSدمایی ( تحمل بررسی برای که است گرفته قطبی) صورت چار و آلا قزل اطلس،اقیانوس 
 ,.la te nosiboRجنینی ( تکامل )، نرخ3002 ,.la te yellaM’Oریزی (مزمان تخ)، طول بدن و 3002
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 ,.la te euX ;6002 ,.la te vokaitsihC(میوستاتین  مانند عملکردی جنینی ژنهای تکامل )، نرخ1002
 است. شده گرفته کار ) به4002 ,.la te inaanCاسترس در تیلاپیا ( به واکنش لوسای ) و شناسایی6002
 ای نشانه عنوان به شود یافت عملکردی ژن نزدیکی در که ینشانگر :3SAM نشانگر کمک به انتخاب -7
 افزایش برای نظر مورد ژن به آن بر اساس نزدیکی نشانگر رود. انتخاب می کار به ژن آن شناسایی برای
 و ژنوم کل در دلیل پراکندگی به ها ریز ماهواره شود. می انجام نظر مورد صفت انتخاب کارایی و سرعت
صفات  تشخیص و بعدی تلاقی برای والدین اولیه انتخاب در SAM ابتدایی مراحل در بالا، نسبتاً  فراوانی
 د. بهشو می استفاده هدف LTQبه  متصل های ریز ماهواره از کار این هستند. برای مفید فرزندان ژنتیکی
به  می توان ) را8002 ,.la te ijuFژاپنی ( فلاندر لمفوسیستیس بیماری به مقاومت شناسایی عامل مثال عنوان
 برد. نام شده انجام مرتبط مطالعات از یکیعنوان 
 و جداسازی برای که گردد می بر 1633سال  به ماهیان درسلولی  ل تیرهتشکی تاریخچه: 2سلولی تیره -8
 در آمده به وجود همم شد.مسأله گرفته کار به ماهیان بیماریهای در نظر اقتصادی از مهم ویروسهای بررسی
 قبیل از فردشان به منحصر های ویژگی خاطر به ها ریز ماهوارهاست.  تلاقی ناخالصیسلولی،  ا تیرهب کار
 که زمانی حتی آنها ساده تشخیص و دهی در نمره سادگی بالا، چند شکلی جهش، پایین نرخ همبارزی، بیان
 منحصر لاین سلولی 13، ریز ماهوارهلوسای  13آنالیز  شوند. با می واقع مفید رابطه این در دارند همپوشانی
 ).1002 ,.la te yrrePشد ( شناسایی آلا قزل در فرد به
 آشکار و شناسایی را بالایی ژنتیکی تنوع قادرند چهگر  ماهوارهریز  هاینشانگر: فیلوژنی مطالعات -3
 استفاده متعددی لوسای از نمود سعی باید باشند که کاربرد داشته توانند می نیز فیلوژنی مطالعات در سازند،
 ریز ماهواره در جهشها تئوری بررسی )، با6991( gnissieWو  atuaN ).5991 ,.la te yksvotovihZکرد (
 از حاصل های داده که دادند نشان کامپیوتری سازی شبیه از استفاده با یابی توالی و آلوزایم با آن و مقایسه
 به خود مطالعات در ،)8991( gnidlaBو  nosliWاست.  استناد قابل کوچک ایجمعیته در ها ریز ماهواره
نیست.  یندهای تکامل کافیآفر بررسی برای تنهایی به ریز ماهواره لوسای یک که رسیدند نتیجه این
توانستند  آمینه اسید یک ژن لوسای و ریز ماهواره لوسای از استفاده با ،)8991و همکاران ( namleertS
 ها ریز ماهواره که دادند نشان ،)9991و همکاران ( nerteP کنند. رسم را سیچلاید ماهی فیلوژنی درخت
 در هستند. مفید بسیار جغرافیایی و تکاملی تاریخچه تفسیر و نزدیک های گونه بازسازی فیلوژنی برای
 بندی رده با تایجن گرفت، انجام ریز ماهواره لوسای با پرورشی و وحشی خوکهای روی که فیلوژنی بررسی
 ).5002 ,.la te gnaFشد ( کشف نیز جدیدتری روابط و داشت تاکسونومیک همخوانی
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، از این طریق RCPاین نشانگرها نیز همانند سایر نشانگرهای مبتنی بر : ایماهواره تشخیص آللهای ریز -13
مورد نظر با  یر ناحیهتکثشوند. پس از الکتروفورز تشخیص داده می های حاصل و فرآورده نتکثیر شد
د، صورت باششونده می استفاده از یک جفت آغازگر که مکمل قسمتی از ردیفهای پهلویی ناحیه تکرار
دهند. بنابراین حتی اگر بار رخ می باشند و در ژنوم کامل تنها یکاختصاصی می گیرد. این ردیفها کاملاًمی
تنها محلی  RCPین محل متفاوت در ژنوم روی دهد، شونده در چند واحد تکرار ،ای خاص ماهواره در ریز
طول فرآورده  را تکثیر خواهد نمود. باشدکه دارای ردیفهای پهلویی متناظر با آغازگرهای مربوطه میرا 
ای باشد که مطابق با تعداد واحد تکرارشونده در آن محل متفاوت است. الکتروفورز باید به گونه RCP
وجود آورد. انحصاری بودن آغازگرها موجب ه را ب یک باز متفاوتند هاندازه تنها بهایی که امکان تمیز باند
طرحی از  53-3 دست آید. شکله ب یگوت یک باندایگوت دو باند و در فرد هموزاشود که در فرد هتروزمی
 ).5813دهد (صفری، این حالت را نشان می
 8 7 6 5 4 9 1 2
       ▬ 
   ▬  ▬   
  ▬  ▬ ▬   
    ▬  ▬  ▬
 ▬ ▬ ▬   ▬ ▬ ▬
 یگوت ایک فرد هموزژنوتیپ ، 8ستون آلل دیده می شود و  5(در این تصویر  تنوع ریز ماهواره ای -52-2شکل 
 )دهند.یگوت را نشان میاهای هتروزو سایر ستونها ژنوتیپ
 پس از الکتروفورز سه راه برای نمایان سازی آللها وجود دارد:
هر دو راهکار موجب : زگرهای رادیواکتیو یا استفاده از نوکلئوتیدهای نشاندارنشاندار کردن با آغا -3
توان بر روی فیلمهای حساس به ها را می اندار شود. بنابراین این فرآوردهنش RCPشوند که فرآورده می
ناشی گیری از مواد رادیواکتیو و خطرات دلیل بهرهه نمایان ساخت. این روش علیرغم دقت زیاد، ب Xاشعه 
 تنها در آزمایشگاههای مجهز قابل انجام است. از آن به تجهیزات ویژه نیاز داشته و
بدین ترتیب توالی : 3خودکاردیف یابی گرها و سپس استفاده از سیستم رکردن فلورسنتی آغاز نشاندار -1
ن روش موجود تریگردد. این روش دقیقامکانپذیر میدقیق آلل  اندازهتعیین و  مشخصقطعه تکثیر شده 
 باشد ولی تجهیزات مورد نیاز آن بسیار گران بوده و در هر آزمایشگاهی وجود ندارد.می
که بسیار حساس بوده و مقادیر بسیار : 2های ویژه مانند رنگ آمیزی نیترات نقره استفاده از رنگ آمیزی -1
سایر روشها، ارزان بودن، امکان  ، کارآمدی برابر باسازد. سادگی و سهولت کارمیرا نیز نمایان  ANDجزئی 
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باشند استفاده از آن در هر نوع شرایط آزمایشگاهی و حساسیت بسیار بالا از برتریهای این روش می
  .به سبب همین برتریها در این مطالعه نیز از این روش استفاده گردید که )5813(صفری، 
  1میتوکندریایي ANDنشانگرهای  -12-1-9-5-7-2
اختصاصی و مستقل از  ANDوجود ، میکروسکوپ الکترونیطریق از  بررسی میتوکندری اسالها پیش ب
های موجود در میتوکندری امکان امروزه با کشف توالی اثبات رسید وبه  )ANDtm( موجود در هسته AND
موجود در این اندامک به عنوان یکی از دیدگاههای جدید و مهم مطالعات ی بررسی ژنهای کنترل کننده 
به معنی دانه  lairdnohCبه معنی رشد و  otiMنام میتوکندری از دو کلمه یونانی . نتیکی در آمده استژ
. این اندامک در سیتوپلاسم همه سلولهای یوکاریوتی وجود دارد و حاوی آنزیم های کنترل گرفته شده است
نوران یوکاریوت، مقدار ). در سلولهای جا3991 ,soruoZ dna saluogaMکننده زنجیره تنفسی می باشد (
 13، خارج از هسته و درون میتوکندریها یافت می شود و هر یک از میتوکندریها حاوی حدود ANDکمی از 
 63-33کپی یکسان از ژنوم میتوکندریایی می باشند. ژنوم میتوکندریایی به طور قابل مقایسه ای کوچک (
 esivA,.la te بسیار کمی دارد ( 1عملکردی غیر ANDهزار نوکلئوتید)، دو رشته ای و حلقوی است و 
د. تفاوت نانتخاب شده از یک گونه، متفاوت باش دو نمونه ANDtm). احتمال دارد توالی نوکلئوتیدی 7891
ند و می نام 1های نقطه ایمکان از ژنوم باشد که آن را جهش ممکن است در نوع یا تعداد نوکلئوتیدها در یک
 ,.la te nworBینی یک نوکلئوتید به وسیله یک معادل ساختاری آن رخ دهد (جانش یا ممکن است به وسیله
 dna htriwsuaHمرسوم تر است ( 5کنندهمی نامند و در توالی غیر کد  4های طولی) که آن را جهش2891
ینکه در تقسیمات بعدی ). اگر جهش در ژنوم میتوکندری سلولهای زایا ایجاد شود، احتمال ا5891 ,notylC
جهش یافته  ANDtmشامل  دید که از آن سلول منشأ می گیرندهای فرد جمیتوکندری همه سلولها واین 
میتوکندریایی جانوران به میزان زیادی دارای وراثت  AND). 0991 ,nednevOباشند، بسیار بالا می رود (
می باشند همانطور که  ). بیشتر نمونه ها دارای ژنوم میتوکندریایی متفاوتی0891 ,.la te seliGمادری است (
بیشتر انسانها نام خانوادگی متفاوتی دارند. پس در یک نسل یا چندین نسل، ممکن است افراد یا جانوران، 
ژنوم میتوکندریایی یکسانی داشته باشند. داشتن نام خانوادگی یکسان به طور عادی، نشان دهنده قرابت 
مخلوط دودمان میتوکندریایی نظر ژنتیکی مشابهند. یکسان نیز از  ANDtmنزدیک است پس جانوران دارای 
، به موفقیت نسبی تولید مثل هر فرد ماده ANDtmبه دلیل توارث مادری به نسل بعد منتقل می شود که 
جدید (که به وسیله مهاجرت یا جهش ایجاد شوند) می توانند با تولید  ANDtmوابسته است. افراد دارای 
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 ل بعدی منتقل کنند و سبب دوام این ژنوم جدید شوند. اگر سدی در برابرمثل بعدی این ژنوم را به نس
ازدواج درونی در یک جمعیت صورت گیرد، از بین رفتن یا کسب مهاجرت در جمعیت انسانی رخ دهد یا 
سبب می شود ترکیب نام خانوادگی هر گروه متفاوت ر هر گروه مجزا در نسلهای متعدد نام خانوادگی د
). هر 0991 ,nednevOبین جمعیتهای جانوران مجزا نیز به همین شیوه رخ می دهد ( ANDtmشود. تفاوت 
چند که ژنوم میتوکندری جانوری اغلب منشأ مادری دارد ولی منشأ پدری ژنوم میتوکندری در آنچوی 
). وراثت مادری، عدم نوترکیبی و سرعت  saluogaMdna 3991 ,soruoZگزارش شده است ( 3اروپایی
را به یک نشانگر عالی در مطالعات سیستماتیک، فیلوژنی و جمعیت  ANDtmجایگزینی نوکلئوتیدها،  بالای
تبدیل کرده است. سرعت تغییرات نوکلئوتیدی در نواحی مختلف ژنوم میتوکندری متفاوت است. هر ژن و 
تکامل فرد  به علاوه مناطق درون یک ژن به خاطر اختلاف در سطح عملکردی خود با یک نرخ منحصر به
روابط گروههای جدا از هم مناسب می باشند. در حالی که مناطقی با  برای تعیین ANRrمی یابند. ژنهای 
در  ANDtmسرعت تکاملی بالاتر برای تشخیص سطوح پایین تر سیستماتیک به کار می روند. ساختار 
 رسد؛ می ارث به منفرد واحد یک عنوان به و است شده بیشتری محافظت داران مهره دیگر به نسبت ماهیان
 مطالعات در ANDtm  معایب از یکی است ممکن که شود می رفتار آن با منفرد یک ژن مانند بنابراین
 rehcoKباشد ( متفاوت ژنوم کل تاریخچه با تواند می منفرد ژن یک تاریخچه تکامل زیرا باشد جمعیتی
جفت باز می باشد. با وجود  11563±115 دوددر اکثر ماهیان ح ANDtmاندازه ). 7991 ,niepetS dna
 میتوکندریایی ماهیان هموپلاسمیک است در برخی از ماهیان خاویاری نوع هتروپلاسمیک آن ANDاینکه 
-ژن می 71ی ژنوم میتوکندری دارای ). در گونه های جانور6991 ,imezakruoPشناسایی شده است ( نیز
 -Dو یک ناحیه به عنوان آغاز همانندسازی یا  ANRrژن  11تئین، ژن رمز دهنده پرو 13باشد که عبارتند از 
چرخه تنفسی در که است میتوکندریایی شده رمز پروتئینهاییکی از  b). ژن سیتوکروم 63-3(شکل  pooL
از برخی  .باشد می ماهیان برای مطالعات میتوکندری ژنوم نقاط بهترین از یکی دارد و زیادی اهمیت سلولی
 تدر حل مسائل فیلوژنی استفاده شده اساین ژن خصوصاً زیر مجموعه های کوتاه ی این ژن هااز قابلیت
 ). 7991 ,niepetS dna rehcoK(
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 )3002 ,namrellaHبا جایگاه و موقعیت تمامی ژنها ( ANDtmنقشه ژنی  -62-2شکل 
ها بوده تحلیل  ک سیستم عمومی ژنتیکی برایبه دلایل متعدد ی ANDtm :ANDtmمزایای استفاده از 
است. ژنوم میتوکندری در ساختار و عملکرد در مقایسه با ژنوم هسته، ساده است و بر خلاف آن در هنگام 
مشابه والد ماده خود را حمل می کنند. این  ANDtmمیوز، از دو سر نوترکیبی نمی یابد و همه افراد، 
مثل موفق به ارث می تولید  تند که به وسیلهفرد از مولکول هس، یک نوع منجهشترکیبات به استثنای وقایع 
ه شده ژنوم میتوکندری میان کنش شناخت .رسند و می توانند برای ارزیابی وابستگی بین جمعیتها به کار روند
رسد تنوعات ژنتیکی بین افراد حقیقتاً بازتابی از وجود جدایی تولید مثلی باشد با محیط ندارد و به نظر می
های یکی بین جمعیتها مزیت بزرگ تحلیل ). اندازه گیری تفاوت ژنت0002 ,rehsarB dna nednevO(
). ژنوم 9791 ,.la te nworB( می باشدو ظاهراً نرخ سریع تکامل آنها  به دلیل توارث مادری ANDtm
میتوکندری می تواند برای نشان دادن حرکت یک طرفه جریان ژنی در یک گونه که مدارک غیر ژنتیکی از 
)، بر 4891( srednuaSو  esivAع حرکت در آن وجود ندارد مفید باشد. مثالی از این مورد توسط این نو
 ارائه شده است. simopeLجنس  3روی خورشید ماهی
ژنتیکی منفرد شامل چندین هزار نوکلئوتید  1اساساً یک جایگاه ANDtm :ANDtmمحدودیتهای استفاده از 
تغییرات ژنتیکی را در یک گروه از جانوران نشان دهد. تحلیل های است که فقط می تواند کسری از تصویر 
هیچ اطلاعاتی در مورد نوع تغییر ژنتیکی که جمعیتها را کنترل می کنند نمی دهد. همچنین این  ANDtm
 dna nednevOتحلیل ها دلیل قاطع برای وجود جدایی تولید مثلی درون یا بین جمعیتها فراهم نمی کنند (
 ). 0002 ,rehsarB
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در مدیریت ذخایر نشان دادن تفاوت در  ANDtmهدف از مطالعه : در ارزیابي ذخایر ANDtmبرد رکا
قسمتی یا تمام تعداد نمونه های جمع آوری شده در دامنه گونه است که برای تخمین اندازه و  ANDtm
 ). 0991 ,nednevO(جمعیتهای مجزا از نظر تولید مثلی که گونه را تشکیل می دهند به کار می رود 
  1ANDتوالي یابي  -92-1-9-5-7-2
و یا تعیین ردیف  ANRیا  ANDتوالی یابی به تعیین ردیف قرارگیری نوکلئوتیدها در یک مولکول 
روشی کامل   ANDتعیین چینش تمام. پلی پپتیدی گفته می شود گیری اسیدهای آمینه در یک زنجیرهقرار
سته ای قابلیت ترمیم خود را ه  ANDروشهای فوق می باشد. از طرفی تر، پیشرفته تر و قوی تر نسبت به
ها و مشکلات ساختاری که در کروموزوم های جنسی وجود دارند به ی از جهشبه طوری که بسیار دارد
نسل بعدی منتقل نمی شوند و ترمیم می گردند، اما در سلولها اندامک هایی به نام میتوکندری وجود دارند 
، فروغمند(گله داری و  مانند سازی را با دقت کمتری نسبت به ژنوم هسته ای انجام می دهندکه ترمیم و ه
 توالی یابی به چند روش انجام می شود که در ذیل به اختصار اشاره می گردد: ).5813
 trebliGو  maxaM توسط 1روش شکست شیمیایی :)1توالی یابی شیمیایی (روش ماکسام گیلبرت -3
به عنوان ماده اولیه  ANDمشخصی از در این روش قطعه ). 0002 ,.la te nosrehPشد ( ابداع)، 7791(
مورد نیاز است و لازم نیست که این قطعه در ناقل پلاسمید کلون شود. بنابراین این روش برای هر قطعه 
شته ها ذوب ) نشاندار می شوند. رP23با فسفر رادیواکتیو ( ANDهر دو رشته  5´کاربرد دارد. انتهای  AND
های تعیین توالی تولید شوند. گام رشته های نشاندار شده برای واکنششده و جدا می گردند تا جمعیتی از 
قسمت تقسیم شده و به هر قسمت ماده شیمیایی  چهاربه  ANDاست.  ANDبعدی تغییر شیمیایی بازهای 
مایش به گونه ای برگزیده می شود که خاصی افزوده می شود که یک یا دو باز ازت دار را تغییر می دهد. آز
فقط یک تغییر شیمیایی انجام می شود. سپس بازهای تغییر یافته از  ANDبه طور میانگین در هر مولکول 
قندی که به آن متصل هستند جدا شده و با افزودن ماده شیمیایی پیپریدین، زنجیره فسفو دی استراز در 
شکافته می شود. این فرآیندها تولید قطعات نشاندار شده ای خواهند  که باز ازت دار تغییر یافته است محلی
کرد که انتهای آنها بازهای متفاوتی وجود دارند و هر یک از آنها فقط در یک نوکلئوتید با دیگران متفاوت 
 ). 8713(امین لاری،  نام دارند 4اصطلاحاً قطعه های همجوار که است
و  egnaSrتوسط  1دی داکسی روش خاتمه :)3(سانجرکولسان 5نجیرهتوالی یابی به روش خاتمه یابی ز -1
هر چند ). 0002 ,.la te nosrehPروش مورد استفاده می باشد ( متداولترین ابداع شد و)، 7791( nosluoC
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روش متفاوت است. در این روش، نسخه ای از در نتایج نهایی این روش با روش شیمیایی یکسان است اما 
پلیمراز ساخته می شود. در این واکنش،  ANDن مورد نظر است به وسیله قطعه کلنو آنزیم که توالی آ AND
متصل گردد و آنزیم  1´تک رشته ای است و یک آغازگر نیز باید تهیه شود تا به انتهای  ANDالگو یک 
های تغییر  PTNdپلیمراز سنتز خود را از آن ناحیه آغاز کند. تولید قطعات همجوار از راه وارد کردن  AND
دی  1´در محل  ،های تغییر یافته بدون گروه هیدروکسیل PTNdیافته به محلول واکنش صورت می گیرد. 
لازم هستند. این بازهای تغییر یافته دی دی اکسی  ANDاکسی ریبوز بوده و برای طولانی شدن زنجیره 
ها  PTNddش، یکی از چهار هستند. در هر یک از چهار محلول واکن 1)PTNddنوکلئوزید تری فسفات (
معمولی نیز هستند. غلظت دی دی اکسی  PTNd) ریخته می شود. همه محلولها دارای چهار T ,C ,G ,A(
در حال رشد محدود باشد. بنابراین هر واکنش،  ANDبه گونه ای برگزیده می شود که شمار ورود آن به 
ید متوقف شده است و چهار واکنش یک سری قطعه هایی تولید می کند که رشد آنها در محل یک نوکلئوت
رادیواکتیو در محیط واکنش  PTNdبا به کار گیری  ANDقطعه های همجوار را تولید می کنند. زنجیره 
) استفاده α- S53- PTNdنشاندار شده با گوگرد رادیواکتیو ( PTNdنشاندار می شود. برای این کار معمولاً 
روی یک ژل  را امکان خواندن شمار بیشتری از توالی P23اندار شده با نش PTNdمی شود زیرا در مقایسه با 
فراهم می کند. تولید قطعه ها برای تعیین توالی با روش دی دی اکسی معمولاً پیچیده تر از روش شیمیایی 
 M31را در فاژ  ANDدر ناقل متفاوتی نیاز است. در یک روش،  4است و اغلب در آن به کلون کردن دوباره
 اولیه ماده ANDتک رشته ای تولید می کند. این  ANDن می کنند که هنگام آلوده کردن باکتری میزبان، کلو
با این روش در واقع بر اساس وارد  ANDتعیین توالی ). 8713مناسب برای تعیین توالی است. (امین لاری، 
-تازه ساخته شده می ANDای دی داکسی نوکلئوتیدها به عنوان خاتمه دهنده های زنجیره ه 1 'و  1 'شدن 
 ANDتوسط یک  ANDجدید  بر اساس ساخت یک رشته ANDباشد. در واقع واکنش تعیین توالی 
الگو تک رشته ای انجام می گیرد.  ANDپلیمراز استوار می باشد که در محل اتصال یک آغازگر به مولکول 
ی خواهد بود لذا برای استفاده در الگوی مورد استفاده دو رشته ا RCPبه طور کلی در مورد محصولات 
از هم باز شوند و سریعاً از طریق قرار دادن  ANDواکنش تعیین توالی، حرارت داده می شوند تا دو رشته 
در یخ خشک یا نیتروژن مایع سرد می شوند به طوری که از اتصال مجدد رشته های جدا شده جلوگیری 
ام ار واکنش مجزا (یک واکنش به ازای هر نوکلئوتید) انجشود. در این نوع تعیین توالی که به صورت چه
 PTNdبه جای  PTNddگیرد، دی داکسی نوکلئوتیدهای تری فسفاته نیز وجود دارند. وارد شدن یک می
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ها مانع از تشکیل  PTNddدر  3'– HOسنتز زنجیره می شود زیرا عدم وجود گروه  مربوطه باعث خاتمه
 ).0002 ,.la te nosrehPهد شد (پیوند فسفو دی استر بعدی خوا
به روشهای سانجر کولسان و ماکسام گیلبرت، فقط  آزمایش تعیین توالی :های طویل ANDتعیین ترادف  -1
الگو را در بر می گیرد ولی اکثر ژنها خیلی طویل تر از این هستند. برای  نوکلئوتید از زنجیره 114در حدود 
ی تواند با تعداد زیادی قطعات مختلف که همه از یک مولکول م ANDرفع این محدودیت، تعیین توالی 
بزرگ و منفرد مشتق شده اند انجام گیرد. قطعات مذکور باید دارای نقاط همپوشان باشند. محل  AND
 ).5813، فروغمندهمپوشان با استفاده از نرم افزارهای تخصصی تعیین می گردد (گله داری و 
-صورت مطلوب نمینوکلئوتید دارد طبعاً به  115شته ای که بیش از تک ر AND: 3قدم زنی آغازگری -4
یجاد می کند تواند بر روی ژل پلی اکریل آمید تفکیک شود. این مشکلات محدودیتهایی برای تعیین توالی ا
ها در این روش محدود می باشد. روشی که جدیداً به وجود آمده است شامل سنتز یک و تغییرات طول توالی
نوکلئوتیدی است که این آغازگرها می توانند یک جایگاه مشخص را در توالی نامشخص در  لیگوآغازگر ا
ها قرار دارند. در ها معمولاً در انتهای پایانی رشته رده و با آن جفت شوند. این توالیانتهای رشته شناسایی ک
 تز می شود که منطقهغازگر جدید سنها با قدم زنی مشخص می شوند، در هر مرحله یک آاین روش توالی
توالی شناخته شده را گسترش می دهد. البته می توان قطعات قرار گرفته در پایین دست جایگاه اتصال 
آید.  تا یک سلسله فرآیند حذف به وجود آغازگر را به کمک آنزیم ها حذف کرد و مرتباً این کار را ادامه داد
ند که هر دو توالی تعیین شده به طور کامل مکمل هستو تأیید این ANDمکمل  با تعیین توالی هر دو رشته
های مصنوعی تولید شده در واکنش یا در طول الکتروفورز به وجود خواهد سازی و حذف توالیامکان آشکار
، فروغمندمی تواند با دقت بالایی ساخته شود (گله داری و  ANDآمد. وقتی این موضوع بررسی شد توالی 
 ).5813
های زنجیره ای پلیمراز به طور متداول واکنش: ستقیم به کمک واکنشهای زنجیره ای پلیمرازالی متعیین تو -5
-بسیار سریع تر و مطمئن ANDمورد استفاده قرار می گیرند. این روش توالی یابی  ANDبرای تعیین توالی 
 ANDتعیین توالی ژنومی و قطعات تکثیر یافته به طور یکسان مورد استفاده می باشد.  ANDتر بوده و برای 
 شامل دو مرحله است: RCPبا استفاده از 
 RCPتولید الگوهای توالی یاب (تک یا دو رشته) توسط  -الف
 ANDپلیمرازهای حساس به حرارت و یا توسط تک  ANDبه وسیله  RCPتوالی یابی محصولات  -ب
 پلیمراز مقاوم به حرارت
                                                 
 gniklaw remirP -1
 26
 ANDرا در ناقل فاژ دارای  ANDرت شبیه سازی ، ضروRCPبه وسیله  ANDبنابراین روش توالی یابی 
-می RCPدو رشته ای به دست آمده از  ANDمرتفع می سازد. اگر چه محصول  31Mتک رشته ای مثل 
د که از به هم پیوستن مجدد تواند جهت توالی یابی استفاده شود اما مشکلاتی را به وجود خواهد آور
وسط جلوگیری از هیبرید شدن آغازگر با توالی مکمل بر روی های جدا شده ناشی می شود. این عمل تتوالی
الگو انجام می گیرد، در نتیجه فرآیند گسترش رشته ای را متوقف می کند. برای کاهش مشکلات می توان از 
تک رشته ای را با  ANDدو رشته ای استفاده نمود و یا الگوهای  ANDروش استاندارد برای تعیین توالی 
 ).5813، فروغمندتولید کرد (گله داری و  3نامتقارن RCPاستفاده از 
در توالی یابی ماشینی با استفاده از چهار ماده فلورسنتی، یک واکنش : ANDآنالیز اتوماتیک تعیین توالی  -6
در یک شیار یا چاهک ژل انجام می شود. محصولات واکنش با هم مخلوط گردیده و  PTNddبا هر چهار 
آیند. با تابیدن اشعه، برچسب های موجود بر قطعات با طولهای مختلف، یک  در ژل به حرکت در می
علامت یا سیگنال خاص از خود نشان می دهند. وقتی امواج آرگون توسط دستگاه به برچسب های 
فلورسنت تابیده شوند پرتوهایی در طول موج های مختلف ساطع می گردد. این امواج توسط یک 
هر ورت سیگنال ثبت و پردازش می شود و نرم افزار خاصی به صتفاده از ستجوگر شناسایی و با اسج
 ).  5813، فروغمندسیگنال معرف یک باند است (گله داری و 
  1واکنش زنجیره ای پلیمراز -6-7-2
ترین فرآیندهای حیات پی برده شود. ژنتیک مولکولی این امکان را فراهم کرده است که به برخی از بنیادی
ی مولکولی گشته منجر به ابداع فن آوری جدیدی در زیست شناس ANDانجام شده بر روی پژوهشهای 
یکی از مهمترین اجزای تمام  های یک انقلاب علمی جدید را پی ریزی نموده است.ه است که خود شالود
ی به شتاب فراوان ANDباشد. ظهور این بخش از تکنولوژی مراز میای پلیواکنش زنجیره هاتکنولوژیاین 
 yraKاولین بار توسط مطالعات مربوط به ساختار ژنومی موجودات مختلف بخشیده است. این روش 
بار دقیق تر از تکنیک ساترن  11113این تکنیک  ).1813(شاه حسینی،  ابداع شد در کانادا) 3891( silluM
 ).2991 ,.la te yenooRبار حساس تر از تکنیک های سیتوژنتیک متداول می باشد ( 111113بلات و 
به ژن مورد نظر این امکان را می دهد که به صورت تصاعد هندسی در مقیاس بیلیون تکثیر  RCPتکنیک 
شود سپس می توان با روشهایی از قبیل الکتروفورز آن ژن را از میان هزاران هزار ژن دیگر شناسایی و با 
اساس  .نمودیک و بازهای آن را مشخص ، ردیف اسیدهای نوکلئANDتکنیک های استاندارد تعیین توالی 
به  سلول مورد نظر را استخراج و آن را ANDمی باشد، در این روش  ANDهمانند سازی  بر پایه RCP
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و کلرید  RCP ، بافر)sPTNd( 3، آغازگرهای مخصوص، داکسی نوکلئوتیدهاپلیمراز qaT AND همراه
 قرار می دهند 1حرارتی چرخهدر دستگاه تولید کننده  منیزیم در لوله های واکنش دهنده ریخته و برای تکثیر
های مکرر حرارتی که در عبارت است از چرخه مرازلیای پواکنش زنجیره ).4991 ,maharG dna notweN(
نوکلئوتیدی) محصور شده،  63-11نوکلئوتید ( که در بین دو آغازگر الیگو ANDخلال آن، توالی خاصی از 
 ANDهای آغازگرها با یکدیگر متفاوت بوده و هر یک از آنها مکمل یکی از رشته شود. توالی اینتکثیر می
  :هر چرخه حرارتی شامل مراحل زیر است RCPدر واکنش . باشدالگو می
استفاده  ANDهای  مارپیچ جهت باز شدن 43-53c°حرارت از درجه  در این مرحله :1سازی واسرشته -3
 .)1813قشبند،ن (پور شود تا سنتز انجام شودمی
به آرامی  ANDمنفرد  هایچنانچه رشته :4وجفت شدن آغازگرها با توالیهای مکمل خودشان در رشته الگ -1
دادند که  نشان )1633(مثل جولیس مارمو و پائول دوتی  یمحققینشوند. م متصل میه سرد شوند مجدداً به
تر از دمای واسرشته سازی قرار پایین به مدت چند ساعت در شرایط ANDهای منفرد و مکمل وقتی رشته
صورت کاملا ًه هایی ب چسبند. آنها ابراز داشتند که چنین جفت شدنهم میه ) مجدداً ب16c° گیرند (تقریباً
هم متصل ه ردیف بازی کاملاً مکمل یکدیگر باشند ب هایی که از نظرشود و فقط رشتهاختصاصی انجام می
با توجه به طول قطعه آغازگر درجه حرارت اتصال آغازگرها در این مرحله . )1813(پورنقشبند، خواهند شد
و تعداد بازهای مکمل محاسبه می شود و در صورت امکان هر دو آغازگر باید دمای ذوب یکسانی داشته 
مای اتصال بسیاری از محققینی که در آزمایشگاه کار می کنند د. )4991 ,maharG dna notweN( باشند
پایین تر از دمای محاسبه شده در نظر می گیرند اما دمای  1-5c°، RCPشروع در  ا برای نقطهآغازگرها ر
  ).1991 ,reyrtSقطعی را باید با روش آزمون و خطا به دست آورد (
پلیمراز  ANDتک  وابسته به میزان فعالیت آنزیم 5′ → 1′ در جهتهای جدید ایجاد رشته :5هتوسع -1
متعلق به چشمه آب گرم در یلواستون استخراج  6اکواتیکوس بار از باکتری ترموساست. این آنزیم اولین 
های تواند درجه حرارتمی این آنزیماز آنجا که  گردید. RCPهای باعث ساده و خودکار شدن واکنش وشد 
کلنور  د دیگر نیازی به اضافه کردن قطعهها مورد نیاز است تحمل نمایبالا را که برای واسرشته کردن رشته
عواملی مثل کاتیونهای و  دهدبیشترین فعالیت را نشان می 17c°باشد. این آنزیم در دمای در هر سیکل نمی
حاصل یک چرخه از این  .)1813نقشبند، (پور رندثؤ) در فعالیت این آنزیم بسیار مgM2+دو ظرفیتی (از قبیل 
و با تکرار چندین باره این چرخه  شدالگو می با ANDاز یک رشته  ANDواکنش ساخته شدن دو مولکول 
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دقیقه به طول  دوتا  چرخههر ). 1991 ,reyrtS( الگو ساخته خواهد شد ANDتعداد بسیار زیادی از قطعه 
 د تا اینکه اطمینان حاصل شود همهدقیقه می رس 13آخر این زمان به بیش از  چرخهمی انجامد که در 
ترتیب تکثیر و همانندسازی و به عبارت دیگر آخرین تعداد  بدین. مولکولهای ساخته شده کامل می باشند
 چرخه 11بازده وجود داشته باشد بعد از  %113 چرخهد. اگر در هر نکپی های رشته هدف به دست می آی
مقدار اولیه، ولی با توجه به درجه حرارت زمان تکثیر، میزان مولاریته رشته  111میزان تکثیر برابر است با 
 ANDبرابر مقدار اولیه  136میزان تکثیر  چرخه 51-11معمولاً بعد از  ،و میزان کیفیت آنزیمطراحی  ،الگو
تکثیر یافته پس از  ANDمحاسبه مقدار  برای ).8991 ,sirraHتناقض می باشد (است که با بازده کامل در 
 :شودنیز استفاده می زیرهای حرارتی از فرمول پایان چرخه
 2 =Nn-n2
 تعداد سیکل: n ،سیکل nهای تکثیر یافته پس از شتهتعداد کل ر :N
دو آغازگر و  5′های اساس پایانه هستند، بر RCPهای انتهای قطعات تکثیر یافته که در واقع همان فرآورده
را  RCPهای فرآورده .)1813نقشبند، (پور دنشواساس فاصله بین دو آغازگر مشخص می طول آنها بر
  :یم کرددسته تقس سهتوان به می
 های الگوی اولیه هستند.اینها در واقع همان رشته :قطعاتی که از دو طرف نامحدود هستند -الف
اینها قطعاتی هستند که از روی  :دود و از طرف دیگر نامحدود هستندقطعاتی که از یک طرف مح -ب
شوند، از یک طرف میاند و چون در یک انتها به توالی آغازگر ختم اولیه ساخته شده یهای الگورشته
 شوند.محدود نامیده می
های نوع دوم تکثیر اینها قطعاتی هستند که از روی فرآورده :قطعاتی که از دو طرف محدود هستند -پ
صورت نمایی ه ب RCPهای بعدی هستند. این قطعات در دوره RCPشوند و در واقع محصول اصلی می
فرم غالب  بنابراینشوند صورت خطی تکثیر میه ل و دوم بنوع او تکه محصولا شوند در حالیتکثیر می
 .)1813همان محصولات نوع سوم است (شاه حسینی،  RCPمحصول 
 RCPمواد اولیه در واکنش  -2-6-7-2
از بافت مورد  با استفاده از روش استات آمونیوماستخراج شده  AND ،طبق پروتکل موجود :الگو AND -3
 3-5میکرولیتر ( 3-1 . به طور معمولاستفاده می گردد RCPام واکنش نظر به عنوان الگو جهت انج
 ).0002 ,.la te nosrehP( میکرولیتر استفاده می شود 51استخراج شده در حجم نهایی  AND نانوگرم) از
هستند. این بافر شامل  X01پلیمرازهای مقاوم به حرارت معمولاً همراه با یک بافر  AND :3RCPبافر  -1
  زیر می باشد: ترکیبات
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 )c˚52 =erutarepmeT ,8 =Hp( lCH-sirT Mm 001
  lCK Mm 001
 ATDE Mm 5.0
 TTD Mm 1.0
  2lCgM Mm 51
 02 -neewT %5.0
 04 -P tedinoN %5.0
 lorecylG %05
در  باید اتوکلاو شود. neewT- 02و  P tedinoN- 04غیر یونی  3اضافه شدن شوینده های محلول بافر قبل از
توصیه می کنند، این بافر  115 µ lm/gرا به میزان 1آلبومین سرم گاوی بافر، افزودن ز روشهای تهیهابرخی 
آن با دما  Hpیک بافر یونی دوقطبی است که  lCH -sirTاست. پلیمراز   AND qaTبرای پایدار کردن آنزیم
ند ایجاد می شو RCPبالای در دمای که پایین تر  Hpپلیمراز در مقادیر  AND qaT در واقع .تغییر می کند
نیز می تواند به اتصال آغازگر به الگو کمک کند، اگر چه در  lcKصحت عمل بیشتری خواهد داشت. 
غلظتهای بالا این عمل ممکن است بیش از حد مطلوب شده و باعث پایداری اتصال غیر اختصاصی آغازگر 
  .به الگو و ایجاد محصولات ناخواسته گردد
می باشد زیرا غلظت آن می تواند بر دقت و  RCP منیزیم یکی از اساسی ترین اجزای :1کلرید منیزیم -1
به وجود یون منیزیم وابسته است و بیشترین  پلیمراز   AND qaTآنزیمبازده واکنش تأثیر بگذارد. فعالیت 
صحت  منیزیم آزاد نشان می دهد. غلظت منیزیم همچنین بر 3/1-3/1فعالیت خود را در محدوده غلظت 
پلیمراز  AND qaTپلیمرازها اثر می گذارد. در غلظت بالای منیزیم نسبت به غلظت پایین آن خطای  AND
افزایش می یابد و باعث افزایش محصولات غیر اختصاصی می شود، در صورتی که در غلظتهای بسیار پایین 
) و iPPیرو فسفات آزاد (ها، پ PTNdبازده واکنش کم خواهد شد. غلظت منیزیم آزاد تحت تأثیر غلظت 
 به صورت یک به یک است. gM+2 ها و PTNdاتصال مولی . می باشد ATDE
می باشند که از مواد  AND همان واحدهای سازندهنوکلئوتیدها  :4دی اکسی نوکلئوتید تری فسفات ها -4
لئوتیدی را از پلی نوک ساخت زنجیرهپلیمراز  AND qaT هستند. آنزیم های RCPمهم مورد نیاز در واکنش 
این مونومرها یا واحدها کاتالیز می نمایند. این نوکلئوتیدها معمولاً به طور جداگانه یا مخلوط به صورت 
 ,PTGd ,PTCd ,PTAd( PTNdباید غلظت هر چهار  RCPتجاری در دسترس می باشند. برای موفقیت 
هد و ممکن است باعث تفاوت چینش د، در غیر این صورت اشتباه در جایگزینی رخ می دنبرابر باش) PTTd
میکرومولار باشد،  15-111باید در حدود  PTNdبا چینش الگو شود. در اکثر موارد، غلظت  RCPفرآورده 
در این حالت بازهای اشتباه را بیش پلیمراز  AND qaTاگر غلظت بالاتر رود دقت واکنش کم می شود زیرا 
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تأثیر  RCP ی که اگر غلظت پایین تر باشد ممکن است بر بازدهاز حالت معمول وارد زنجیره می کند، در حال
  .داشته باشد
مقاوم به حرارت است که اولین بار  ANDپلیمراز وابسته به  ANDنوعی  :پلیمراز AND qaTآنزیم  -5
به دست آمد. این  sucitauqa sulihpomrehTگرمادوست  و از باکتری) 9691(  ezeerF و kcorB توسط
پلیمرازی است و برای فعالیت   AND5→'1' کیلو دالتونی است که دارای فعالیت 43لی پپتید آنزیم یک پ
نوکلئوتید در ثانیه است که این  15-16توسط آن  ANDخود نیاز به یون منیزیم دارد. سرعت ساخت 
 یدر دما دقیقه 14نیمه عمری حدود  می باشد. این آنزیم 17c°در دمای  1 nim/bKسرعت معادل سرعت 
می باشد. دمای بهینه فعالیت این آنزیم در حدود  RCPچرخه تحت شرایط عادی  15دارد که معادل  53c°
در مرحله اتصال آغازگرها  17c°می باشد. با استفاده از این آنزیم می توان از دماهای بالا حتی  17-57c°
غازگرها می گردد و توالی استفاده کرد که این مزیت باعث دقت بیشتر در شناسایی توالی هدف توسط آ
  ).0002 ,.la te nosrehPهدف به طور اختصاصی تکثیر می شود (
احیه خاصی از ژنوم به منظور افزایش تعداد نسخه های نو  RCPپیشبرد فرآیند  آغازگرها برای :آغازگرها -6
تند. هسمؤثر یک واکنش تکثیری موفقیت یا شکست  در بیش از هر عامل دیگری طراحی می شوند و
نوکلئوتید  83-81که طولی در حدود  3نوکلئوتیدی ای کوتاه الیگوعبارتند از دو زنجیره تک رشته آغازگرها
ای کوتاه هستند که هر کدام از آنها مکمل یک انتهای دو رشته ANDنوکلئوتیدها مولکولهای  الیگو .دارند
که  مورد نیاز است RCPدر  آغازگرع ای است دو نودو رشته ANDد. از آنجا که باشهدف می ANDتوالی 
نمایند و دوم اندازه قطعات اول محل ژنی را که باید تکثیر شود را مشخص می :دهندانجام می را دو عمل
و به سمت هم قرار  ANDکه این دو شناساگر به دو ناحیه مختلف  زمانی .کنندتکثیر شونده را تعیین می
کند و به این ترتیب طول قطعات سازی میهمانندرا این دو ناحیه  قطعات بین پلیمراز تنها ANDگیرند می
گر  عنوان پایانه عنوان آغازگر و زنجیره دیگر به عبارت دیگر یک زنجیره به ب .شودساخته شده تعیین می
ه گاهی ب و نمایندغلب آغازگرها با درجات متغیری از موفقیت کار میا شود.قطعه ژن مورد نظر محسوب می
ای پیچیده است اما با تغییر د. دلایل این کار تا اندازهنکنمورد نظر سنتز می ANDامل چیزی را غیر از طور ک
دادن توالی آغازگرها از نظر تعداد کمی باز، مشکل حل خواهد شد. غلظتهای بالای آغازگر احتمالاً باعث 
افزایش تولید یک الگوی مستقل  تجمع محصولات غیر اختصاصی و احتمالاً، 1افزایش نقاط آغازین اشتباه
دایمرهای مصنوعی  -شوند. محصولات غیر اختصاصی و پرایمرمی 1دایمر -مصنوعی یعنی همان پرایمر
و آغازگر  PTNdبوده و با محصول مطلوب و مورد نظر بر سر آنزیم،  RCPهایی برای خودشان پیش ماده
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دایمر معمولاً هنگامی  -آید. تولید پرایمردست میه ب محصول مطلوبمقدار کمی  در نتیجهدر رقابت هستند 
، رسد به توالیبه نظر می که دهد که یک آغازگر به عنوان رشته الگو عمل کرده و دیگری بسط یابدرخ می
های شود که تعداد چرخهدایمر معمولاً زمانی دیده می -غلظت آغازگر و آنزیم بستگی داشته باشد. پرایمر
طور ه آنها ب 1′ ای طراحی شوند که انتهایآغازگرها به گونهدرجه حرارت پایین باشد و  ،واکنش زیاد باشند
قدر کافی پایین باشد ه آل آغازگر باید بدرجه اتصال ایده ).1813(یزدی صمدی، جزئی مکمل یکدیگر باشند
الا باشد تا از تشکیل ب هم تا قادر به دورگه سازی (پهلوگیری) بین آغازگر و الگو باشد اما باید به قدر کافی
از  3mTتواند به وسیله تعیین درجه حرارت ذوب یا اتصالات اشتباهی جلوگیری شود. این درجه حرارت می
ن بازهای مکمل از هم جدا درجه حرارتی است که در آ، mTالگو تخمین زده شود.  -هیبرید آغازگر
کافی است تا مجال دورگه سازی صحیح  mTدرجه کمتر یا بیشتر از  1-4معمولاً دمایی معادل . شوندمی
 از طریق فرمول معمولاًتواند تعیین شود اما طور تجربی میه دمای ذوب ب. بین آغازگر و الگو حاصل شود
 :شودمحاسبه میزیر 
  =mT )T+A([× 2c°  )C+G( +× 4c°]
توالی آغازگر  در Tو  Aتعداد نوکلئوتیدهای  ]T+A[و  Cو  Gتعداد نوکلئوتیدهای  ]C+G[که در آن 
نقشبند،  (پور باشندمطلوب می 55-18c°ها معمولاً بین  mT با توجه به کاربرد و نوع استفاده،. باشدمی
طور ه به طول و غلظت توالی هدف و دما بستگی دارد. بسط آغازگر ب ،بسطلازم برای مدت زمان  ).1813
، آغازگرطول  نکات متعددی مانند:اید ب آغازگرطراحی یا انتخاب  . درشودانجام می 17c°معمول در 
و ...  انتهایی 1′-5′)، G-Cمیزان درصد ترکیب نوکلئوتیدی (ذوب،  دمای، آغازگراختصاصی و مکمل بودن 
-تصال آغازگر با مناطق غیر هدف میطول آغازگر مهم بوده زیرا طول مناسب از احتمال ارا در نظر داشت. 
باز) امکان اتصال آنها به خود و به یکدیگر را تشدید  11با بیش از  کاهد. طویل بودن آغازگر (آغازگرهایی
-ز آغازگرها، نرمبرای طراحی و آنالی ).1813(یزدی صمدی،  می کند و زمان اتصال را نیز افزایش می دهد
 اشاره نمود. hcet ogilOو  nam AND، sis ANDافزارهای متعددی وجود دارد که از میان آنها می توان به 
  RCPارزیابي محصول  -1-6-7-2
روشی و  می باشد RCPالکتروفورز ژل آگارز، متداولترین و سریعترین روش برای بررسی محصولات  
و تکنیکی ساده و سریع می باشد که قادر  ANDاستاندارد به منظور شناسایی، تفکیک و تخلیص قطعات 
سانتریفیوژ شیب چگالی از هم جدا  ای را که نمی توانند توسط روشهای دیگر همچون ANDاست قطعات 
آمیزی با غلظتهای درون ژل مستقیماً از طریق رنگ  ANDاز هم تفکیک کند. علاوه بر این، مکان را شوند 
یدان الکتریکی ثابت ژل آگارز به صورت افقی در مرسانت اتیدیوم بروماید تعیین می شود. پایین رنگ فلو
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 11 جفت باز تا تقریباً 111از AND ای مختلف می توان قطعات به کمک این ژل با غلظتهقرار می گیرد. 
بر اساس بررسی  RCP). آشکارسازی محصول 0991 ,llessuR dna koorbmaS(کیلو باز را از هم جدا کرد 
غلظت خاصی از آگارز بوده به طوری که غلظت بالاتر آگارز منافذ ریزتری را به وجود آورده و قدرت 
 را که با آن بررسی می شود را افزایش می دهد. ای  ANDتفکیک اندازه 
 الکتروفورز  -7-7-2
به معنای  ortcelEواژه  اساس کار الکتروفورز قرار گرفتن ذرات باردار در مسیر جریان الکتریکی می باشد.
با  به معنای انتقال از طریق می باشد. ترکیبات باردار sorohpاز فعل یونانی  siserohpانرژی الکتریسیته و 
وارد شدن در محلولهای آبی به یونهای مثبت و منفی یونیزه می شوند و در صورتی که مولکولها دارای بار 
خالص باشند می توانند به طرف قطبین حرکت نمایند. ماکرومولکولهای زیستی مانند پروتئین ها و اسیدهای 
در چنین سیستمی به  آنهاحرکت د و ند یک الکترولیت یونیزه می شوننوکلئیک باردار هستند در نتیجه مان
محیط است. اگر توزیع بارها در مولکول متقارن  Hpمیزان بار خالص آنها بستگی دارد که خود تابعی از 
-ازه، شکل و وزن ماده است حرکت میباشد در طول یک گرادیان میدان و سرعتی که تابع بار الکتریکی، اند
در میدان الکتریکی، سرعتهای متفاوتی پیدا کرده و به مناطقی  کنند. مولکولهای با بار و اندازه مختلف
شوند زمان معین در طول میدان، منظم میمتفاوت تفکیک می شوند، این مناطق از هم فاصله گرفته و در یک 
که این در واقع اساس جداسازی مواد آلی به طریق الکتروفورز است. پارامترهایی که حرکت ماکرومولکولها 
تحت تأثیر قرار می دهند شامل: غلظت ژل، ترکیب بافری الکتروفورز، ساختار ماکرومولکول و  را در ژل
ولتاژ دستگاه می باشند. از آنجایی که تفکیک و جداسازی نمونه ها در یک محلول از طریق الکتروفورز 
ارز و غیره سلولز، ژل اکریل آمید، نشاسته، آگ مانند مشکل می باشد سعی شده است از بسترهای مختلف
 ).1813شاه حسینی،که هر یک کاربرد اختصاصی خود را دارند ( استفاده گرددبدین منظور 
  2الکتروفورز ژل آگارز -2-7-7-2
آگارز یک پلی ساکارید بوده که از واحدهای تکرار شونده آرابینوز دی ساکارید تشکیل شده است. هنگامی 
سط باندهای هیدروژنی به حالت ژل در می آید در واقع که پودر آگارز در اثر حرارت در بافر خود تو
 تایی در می آیند. بسته به اندازهمولکولهای پلیمراز از حالت حلقوی نامنظم به شکل مولکولهای مارپیچی دو
درصد است. غلظت  1-1متفاوت ماکرومولکول از غلظتهای متفاوت آگارز استفاده می شود که معمولاً بین 
می باشد. این سیستم قادر به  53-115 bKدرصد قادر به تفکیک باندهایی به طول  1/7-1/8استاندارد 
از محاسن آن  بوده و استحکام، پردوام و غیر سمی بودن 13 bMو بیشتر از  115  pbارزیابی قطعاتی به طول
 ).9991 ,ihsaragI dna tdnarbedliHد (نمی باش
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 گارزمحلولهای لازم جهت الکتروفورز ژل آ -2-2-7-7-2
تهیه می شود. در هنگام الکتروفورز  )X01ر (براب 13) و یا X5برابر ( 5این بافر در غلظتهای  :EBTبافر  -3
می شود (یک  رقیق 1/3به نسبت  X01 EBTاستفاده می شود. برای تهیه این بافر،  X1 EBTافقی از بافر 
 حجم آب مقطر مخلوط می شود). 3حجم از بافر با 
در ژل الکتروفورز  ANDبا افزودن این رنگها به بافر سنگین کننده میزان حرکت قطعه  رنگهای ردیاب: -1
مشخص می شود. از رنگهای معمول که قابلیت حرکتی زیادی در طول ژل الکتروفورز دارند بروموفنل بلو و 
 dna tdnarbedliH( زایلن سیانول می باشند که در غلظتهای متفاوت ژل قابلیت تفکیک خاصی دارند
 ).9991 ,ihsaragI
 bk5.0 ~ eulb lonehpmorb ,bk5 ~ lonayc enelyX :esoragA %1
 pb06 ~ eulb lonehpmorb ,pb062 ~ lonayc enelyX :dimalyrcA %5
سریعتر به ته  ANDاین بافر به دلیل داشتن گلیسرول، چگالی نمونه را افزایش داده تا  :3لودینگ بافر -1
آن دارای دو رنگ بروموفنل بلو و زایلن سیانول است، میزان  محلول بهینه رود. به دلیل اینکهچاهک ب
برابر  6حرکت نمونه ها به سمت آن را قابل پیش بینی می کند. این بافر معمولاً به صورت محلولی با غلظت 
 1/11، درصد بروموفنل بلو 1/11، )6.7 =Hp( میلی مولار 13 lCH -sirT) ساخته می شود و دارای X6(
موجود در محلول به  ATDEمیلی مولار می باشد.  16 ATDEگلیسرول و  %16زایلن سیانول ، رصد د
 ,llessuR dna koorbmaSمتصل و نوکلئازهای وابسته به فلزات را مهار می کند ( 1های فلزی دو ظرفیتییون
 ).0991
رسانت یزی آن با رنگ فلوآگارز، رنگ آمدر ژل  AND مناسبترین روش مشاهده محلول اتیدیوم بروماید: -4
رار گرفته و ق ANDاست که بین جفت بازهای  1این رنگ حاوی گروههای سطحی .اتیدیوم بروماید است
رسانت شدید شده ای را نسبت به رنگ آزاد در محلول، در زیر نور ماوراء بنفش نشان باعث می شود تا فلو
ت است و در میدان الکتریکی به سمت الکترود منفی کروم دارای بار مثبفلورو دهد. اتیدیوم بروماید یک ماده
نور ماورأ بنفش تهییج و نور به آن متصل شده که بر اثر دریافت  ANDحرکت کرده و در تماس با 
می نماید در نتیجه باندهای ایجاد شده قابل رویت می شوند. اتیدیوم بروماید رسانت نارنجی ساطع فلو
تاق و ظروف تیره نگهداری در آب تهیه شده و در دمای ا 13 lm/gmمعمولاً به صورت محلول ذخیره ای 
 dna koorbmaS( اضافه می شود 1/5 µlm/gاین رنگ معمولا ًبه ژل و بافر الکتروفورز در غلظت  می گردد.
بعد از اتمام آلودگی تانک و وسایل الکتروفورز . در پژوهش حاضر برای جلوگیری از )0991 ,llessuR
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دقیقه در آب حاوی اتیدیوم  53ژل به مدت  می گردد و بدین منظورآگارز رنگ آمیزی  الکتروفورز، ژل
  می گیرد.در حرارت اتاق قرار ) lm/gμ 5.0(بروماید 
 2کریل آمیدالکتروفورز ژل پلي ا -1-7-7-2
دو رشته ای و تک رشته ای مورد  ANDبرای آنالیز قطعات کوچکتر زنجیره  1کریل آمیدسیستم ژل پلی ا
بسته به  می باشد و 1کریل آمید یک مونومر سنتتیک بوده که شدیداً نوروتوکسیکاتفاده قرار می گیرد. اس
 V/W غلظت درصد می باشد. 1/5-11معمولاً بین ژل استفاده می شود که این ف از غلظتهای متفاوت هد
قادر به  ددرص 11 V/Wجفت باز و غلظت  1113-1111قادر به تفکیک باندهایی به طول درصد  1/5
آمونیوم و  DEMETجفت باز می باشد. پلیمریزاسیون ژل با افزودن  6-113تفکیک باندهایی به طول 
پرسولفات در طول یک ساعت تکمیل شده و میزان پلیمره شدن ژل به فاکتورهای متعددی از قبیل درجه 
تفکیک مولکولهایی به طول حرارت محیط، مقادیر آغازگر و کاتالیزورها بستگی دارد. این سیستم قادر به 
میکروگرم) تزریق شده در چاهک ها ناچیز می باشد. نمونه های  13( ANDیک جفت باز بوده و مقادیر 
ه ذکر است که آماده سازی حاصله عاری از آلودگی بوده و در اکثر اهداف مولکولی به کار می روند، لازم ب
 ).9991 ,ihsaragI dna tdnarbedliHمی باشد ( کریل آمید وقت گیر و همراه با زحمت بسیارژل پلی ا
  4یلوژنيف -8-7-2
های مولکولی و کاهش چشمگیر پیشرفت سریع تکنیک در نتیجه 31گسترش فیلوژنیک در نیمه دوم قرن 
علمی است ) و 7002 ,uoHگونه ها ایجاد کرده است ( طبقه بندی ها، استاندارد جدیدی را در زمینههزینه 
تن شباهتها و تفاوتهای بین گونه ها به توضیح روابط تکاملی موجودات می پردازد. یعنی که با در نظر داش
باشند می توان این فرض را در نظر داشت که آنها در یک جد مشترک با هم  هم اگر دو گونه خیلی شبیه
هه های اخیر در داستفاده نمود اما می توان از انواع مختلف صفات  در بررسی های فیلوژنیکاشتراک دارند. 
ها در درک زمانی که از داده های این توالی بیشتر رایج است. ولیهای میتوکندریایی از توالی یابی ژناستفاده 
ها جهش ثابت باشد در نتیجه این توالیروابط فیلوژنی استفاده می گردد بایستی دانست که ممکن است میزان 
 ). 8991 ,semloH dna egaP( رندممکن است در معرض تغییرات ناشی از انتخاب قرار گی
 در مطالعات فیلوژني و جمعیتي 5استفاده از آرایه شناسي مولکولي -2-8-7-2
آرایه شناسی مولکولی بر پایه شناسایی ساختارهای مولکولی بنا نهاده شده است. بررسی تفاوتهای موجود در 
ای تکامل یاری رسان باشد. توالی زیر واحدهای درشت مولکولی می تواند در تعیین خویشاوندی ه
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ای آمینه روشهایی که به آرایه شناس امکان می دهد تا توالی نوکلئوتیدهای اسیدهای نوکلئیک و اسیده
د به ابزارهای تاکسونومیکی مهمی تبدیل شده اند. چنین مقایسه هایی اطلاعات با نپروتئین ها را مقایسه ک
هر  د ودر اختیار کارشناسان علم رده بندی قرار می دهنارزشی در خصوص میزان خویشاوندی دو ارگانیسم 
 uoH).  uoH,.la te 7002تری برقرار است (شبیه تر باشند خویشاوندی نزدیک 3چه ترتیب توالی زیر واحدها
داده بر این عقیده است که تاکسونومی بر پایه صفات ریختی اشتباه است و داده های ژنتیکی باید جایگزین 
 S61و  IOCهای این گونه مطالعات می توان به ژن های مورد استفاده در. از جمله ژنهای ریختی شوند
رای کمک به هسته ای اشاره کرد. اخیراً بسیاری از زیست شناسان ب S82و  S81میتوکندریایی و ژنهای 
-ار میمی را مورد مطالعه قرریبوزو ANRزایی ها و روابط بین گونه ها، ساختارهای توصیف بسیاری از تبار
بنیان نهاده  sowleraKتقسیم بندی موجودات زنده بر اساس مقایسه ریبوزومی در سه قلمرو توسط دهند و 
ا شرکت می کنند. شد. همه موجودات زنده شناخته شده حاوی ریبوزوم هستند که در سنتز پروتئین ه
وکاریوت ها از ی ANRبه خوبی محفوظ مانده اند. در تکامل ریبوزومی  ANRهای نوکلئوتیدی توالی
 ANRتر می باشند. در جزء بزرگ S5در جزء کوچک ریبوزوم و  S81تر بوده و شامل پروکاریوت ها بزرگ
نابراین ها نشان می دهد ب ANDتری را نسبت به دیگر ر هستک ساخته می شود تغییرات کندریبوزومی که د
انشعابات در درخت حیاتی مورد بهره  می تواند برای ردیابی برخی از ANRهای تفاوتهای موجود در توالی
ود به علت وجود چند کپی برداری می ش ANDrژن که از روی  ). این3813گیرند (علی بیک، برداری قرار 
مبنای تفاوتهای گسترده میان گونه ها، جمعیتها و افراد است و به  ANDrهای تکرار شونده در کپی از توالی
 ,.la te ozzapmaR -itnaSعه ساختار ژنتیکی جمعیتها به کار می رود (عنوان شاخصی با کارایی بالا در مطال
   ).8002
 یلوژنیكدرخت ف -1-8-7-2
درختان فیلوژنیک مسیرهای تکاملی را نشان می دهند و می توان از آنها برای درک روابط تکاملی استفاده 
کولهای توارثی داشته باشند، نمود. به عبارت دیگر هر چه موجودات مورد بررسی مشابهت بیشتری در مول
برای  AND. در بیشتر موجودات از داده های مربوط به توالی )3813(بنابازی،  خویشاوندی نزدیکتری دارند
 ریخت شناسی در مقایسه با داده هایتعیین روابط تکاملی استفاده می شود. از آنجایی که چنین داده هایی 
 gnahZ(نمایان سازند یرند، بهتر می توانند روابط فیلوژنی واقعی را کمتر تحت تأثیر نتایج انتخاب قرار می گ
. درخت فیلوژنیک، نموداری شامل گره ها و شاخه های متصل به این گره ها می باشد ).3002 ,ttiweH dna
است.  1حاصل می شود. گره ها حاکی از وجود واحدهای تاکسونومیک 1از اتصال دو شاخه یک گره
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د ند یک گونه یا جمعیت یا یک فرد و حتی یک ژن باشنمیک به گره هایی که می توانواحدهای تاکسونو
گره های خارجی یا پایانی، گروه ها را نشان می دهند و گره  ).8991 ,semloH dna egaP( گردندمی منتهی 
نده ارتباط تعیین کن 3شاخه ها ).3813(بنابازی،  های داخلی، گروه های خویشاوند را به هم پیوند می دهند
ان انشقاق . معمولاً برای نشان دادن میزواحدهای تاکسونومیک و به بیان دیگر نژادها و جدشان است
 ,semloH dna egaP( ها، طول شاخه هایی که آنها را به هم متصل می کنند مورد قیاس قرار می گیردگروه
بر آن درخت نامیده می شود.  الگوی شاخه بندی یک درخت فیلوژنیک، موضع شناسی (توپولوژی) ).8991
تنها فواصل بین که  1هاساس یک نوع تقسیم بندی، دو نوع درخت فیلوژنتیک وجود دارد. درختان بی ریش
 1رکه درختان ریشه دا دهند. در حالیواحدها را بدون تعیین اینکه کدامیک جد دیگری است، ارائه می
برای تشکیل درخت فیلوژنیک . دهندارائه می بر روی یک درخترا تصویری از ترتیب موقتی گونه ها 
شامل موارد د که از انواع آنها می توان به روشهای مبتنی بر ماتریس فاصله که نروشهای متعددی وجود دار
 :)3813(بنابازی،  نموداشاره ذیل می باشند 
نرخ  روش جفت گروهی غیر وزنی از طریق میانگین حسابی برای تمام تبارها یک: 4AMGPU -الف
-میتکاملی ثابت در طول زمان فرض می شود بنابراین طول شاخه ها نصف فاصله ژنتیکی بین دو گروه 
واحدی که فاصله میان آنها در ماتریس کمترین است یک خوشه را تشکیل می دهند.  . در این روش دوباشد
ک از اعضای این خوشه سپس فاصله سایر واحدها از این خوشه به صورت میانگین فاصله بین آنها و هر ی
حاصله دارد همراه با خوشه قبلی خوشه بندی  هو واحدی که کمترین فاصله را از خوشبه دست می آید 
دو  هدست آوردن فاصله در این روش برای ب این روند تا خوشه بندی تمام واحدها ادامه دارد. گردد.می
 ا به هم متصل ساخته اند با هم جمع نمودتوان طول شاخه هایی که آنها رگروه بر روی درخت حاصله می
یادی موضع شناسی درختی هنگامی که تعداد گروهها زیاد باشد، تعداد بسیار ز). 7002 ,.la te arumaT(
معمولترین روش تعیین سطح  و لازم استبنابراین تعیین تأیید آماری قسمتهای مختلف درخت ، وجود دارد
باشد. در این می 5انداز راه مقادیر خود هرخت فیلوژنتیک، محاسبخاص در د اطمینان آماری برای یک گره
طور تصادفی نمونه برداری ه روش برای رسیدن به سطوح آماری معنی دار، مجدداً از روی داده های اصلی ب
عدد تصادفی بین  nعضوی ابتدا  nاصلی  هراه انداز از روی یک نمون خوده شود. برای ایجاد یک نمونمی
حاصلضرب به نزدیکترین عدد صحیح گرد  گردد وضرب می nایجاد و سپس هر کدام در  صفر تا یک
نمونه هایی از نمونه های اصلی است که در نمونه خود راه انداز  هشود. این اعداد صحیح جدید شمارمی
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ی گردد و موضع شناسخود راه انداز نیز یک درخت فیلوژنتیک رسم می هحضور خواهند داشت. با هر نمون
شود. در درخت نهایی، گروههایی که بار) تکرار می 1113شود. این فرآیند چندین بار (معمولاً آن بررسی می
راه انداز را دارند، حضور داشته و درصد مربوطه بر روی  بیشترین درصد دفعات حضور در نمونه های خود
 ).3813شود (بنابازی، مورد نظر نشان داده می هگر
این روش  اساسارائه گردید. ، )7891( ieNتوسط نزدیکترین همسایه روش  :3robhgieN Jognini -ب
حداقل نمودن طول کل درخت است. همجوارها جفتهایی هستند که وقتی به هم می پیوندند درختی با 
ه درختی با کوتاهترین طول، تشخیص همجوارها و برای رسیدن ب کوتاهترین طول را تشکیل می دهند
برابر  بر روی درخت ایجاد شده، فاصله بین هر جفت واحد تاکسونومی .روده پیش میمرحله به مرحل
از آنجایی که این روش بر خلاف مجموع طول شاخه هایی است که آن دو را به هم متصل می گرداند. 
اکثر  نماید، برگزیده ترین روش برایمیزان تکامل متفاوت در تبارهای مختلف را منظور می AMGPUروش 
 .)7002 ,.la te arumaT( باشدده های مولکولی میدا
روش حداکثر ایجاز معمولترین روش برای بازسازی روابط اجدادی است.  :1ynomisraP mumixaM -پ
اصلی مورد نظر در این روش میزان تغییرات تکاملی است که باید برای تفسیر داده های مشاهده  معیارهای
د. این روش از جمله روشهای تخمین درخت بر مبنای صفات نار گیرشده با درخت ترسیم شده مد نظر قر
است که در ماتریس صفات فیلوژنتیکی گسسته مورد استفاده قرار می گیرد تا یک یا بیش از یک درخت 
تولید  که اغلب گروهی از گونه ها یا جمعیتهای مجزا شدهروهی از تاکسون ها (فیلوژنتیکی بهینه را برای گ
را ترسیم کند. حداکثر ایجاز می تواند برای انواع متنوعی از داده ها مورد  واحد هستند) مثلی یک گونه
 ).7002 ,.la te arumaTاستفاده قرار گیرد (
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 بررسي منابع در داخل کشور -2-1
به میتوکندری  bژن سیتوکروم بهره گیری از و  PLFR -RCPبا استفاده از روش  )،1813لالوئی و همکاران (
دریای خزر و (در آبهای حوضه جنوبی دریای خزر  otipac subraBماهی نمونه  16جمعیت بررسی 
اعلام و  ننمودندمشاهده پلی مورفیسم را  پدیدهو  پرداختند) رودخانه های استانهای مازندران و گیلان
  یص داده نشد و تمام افراد از ژنوتیپ هموژن برخوردار بودند.قابل جداسازی تشخ نمودند جمعیت
 3سیم ماهیعدد  113ژنتیک مولکولی درون گونه ای  وجود تنوع مورفومتریک، مریستیک و )،1813(خارا 
 73را با استفاده از  ذربایجانآجمهوری  در تالاب انزلی، سواحل جنوبی دریای خزر، دریاچه سد ارس و
آنزیم برشگر در بین نمونه های آذربایجان و ارس پلی مورفیسم را  4 بررسی قرار داد که موردآنزیم برشگر 
ها به اختلاف نوکلئوتیدی بین هاپلوتایپهاپلوتایپ مختلف مشخص گردید. حداقل و حداکثر  6نشان دادند و 
و آذربایجان بین نمونه های ) 1/753(بیشترین اختلاف نوکلئوتیدی و  به دست آمد 1/41و  1/538ترتیب 
بین نمونه های انزلی و دریای خزر مشاهده شد. میانگین تنوع هاپلوتایپی نیز  )1/111آن (انزلی و کمترین 
حداقل و بایجان در نمونه های آذر) 1/118±1/441(حداکثر تنوع هاپلوتایپی به دست آمد و  1/151±1/511
جه به فراوانی و ترکیب رافیایی با توتست ناهمگنی جغ شد.مشاهده نمونه های انزلی و دریا در آن 
ف بار تکرار نشان داد که اختلا 1113) با 9891 ,neztneB dna ffoR( olraC -etnoMها به وسیله هاپلوتایپ
). بر این χ2000.0 =P ;90.36 =ها در بین جمعیتهای چهارگانه وجود دارد (معنی داری در توزیع هاپلوتایپ
از نظر های ارس، انزلی و دریای خزر جدا می باشد و ایجان از جمعیتمود که جمعیت آذرباساس اعلام ن
 ).50.0≥Pمشاهده نشد ( داشتاختلاف معنی داری بین نمونه هایی که در ایران وجود ها پراکنش هاپلوتایپ
نمونه بچه ماهی آزاد دریای خزر جمعیت منطقه  11در بررسی تنوع ژنتیکی  )،4813نویدی مقدم فومنی (
پی برد و هتروزایگوسیتی را در  آنهابه وجود تنوع ژنتیکی در  1استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره تنکابن با
 به دست آورد. 1/614-1/657بین  جایگاههر 
برای شناسایی و  bژن سیتوکروم و  PLFR -RCPاز روش  )،5813رضوانی گیل کلائی و همکاران (
کلمه  مل ماهی سفید، سس ماهی بزرگ سر، سیم، ماش وگونه از کپور ماهیان دریای خزر شا 5جداسازی 
  .گونه را شناسایی و معرفی نمودند 5های اختصاصی برای هر یک از استفاده کردند و هاپلوتایپ
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جنوبی دریای  در حوضه 3در بررسی مولکولی جمعیت ماهی کیلکای معمولی )،5813لالوئی و همکاران (
عدد  113، از ANDtmمولکول  pooL -D هره گیری از ژن ناحیهو ب PLFR -RCPخزر با استفاده از روش 
تفاوت  آنها هاپلوتایپ مختلف شناسایی نمودند. 3جفت باز به دست آوردند و  5313حدود  RCPمحصول 
بین دو منطقه این ماهی  و به ساختار ژنتیکی متفاوت) 10.0<P(مشاهده نکردند ها بین هاپلوتیپمعنی داری 
 ردند.پی بنمونه برداری 
 1به بررسی ساختار ژنتیک جمعیت اردک ماهی ریز ماهوارهجفت آغازگر  5با استفاده از  )،5813چشمه ای (
تالاب انزلی پرداخت و نشان داد که با توجه به عدم ارتباط تالاب انزلی با سایر منابع آبی، یک جمعیت از 
 این گونه در تالاب انزلی وجود دارد.
نمونه بچه ماهی آزاد دریای خزر از جمعیت غرب استان  15تنوع ژنتیکی در بررسی  )،5813رفیعی (
 دامنهبه وجود پلی مورفیسم در آنها پی برد و ، PLFR -RCPبا استفاده از روش (تنکابن)  مازندران
 به دست آورد.  جایگاهعدد در هر  1-6تعداد آلل را بین  دامنهو  1/8-1/3هتروزایگوسیتی را بین 
 pooL -D بخشی از ناحیه RCPبا استفاده از توالی یابی مستقیم محصول  )،6813کاران (سیادتیان و هم
دریای خزر  sneilas aziLو  atarua aziLمیتوکندریایی به بررسی فیلوژنیک کفال ماهیان گونه های 
ولی نیز پرداختند و عنوان نمودند که با توجه به وجود اختلافات مورفولوژیک بین این دو گونه نتایج مولک
تأیید کننده این اختلاف است به طوری که هر کدام از این گونه ها در شاخه هایی جداگانه و با اختلافاتی 
 نسبت به یکدیگر قرار گرفتند.
 pooL -Dبخشی از ناحیه  RCPبا استفاده از توالی یابی مستقیم محصول  )،6813شیبانی و همکاران (
شمال خلیج فارس  sidirivbus aziLو  uba aziLل ماهیان گونه های میتوکندریایی به بررسی فیلوژنیک کفا
پرداختند و با رسم درخت فیلوژنی، این دو گونه در دو شاخه مجزا از یکدیگر قرار گرفتند. آنها همچنین 
 ثابت کردند که مطالعات مورفولوژیک و ژنتیک مولکولی با هم همسویی دارند.
به مطالعه ژنتیکی ماهی صبور در استان خوزستان  DPAR -RCP با استفاده از روش )،6813جرفی (
 را آنبین جمعیتهای صبور اروندرود و دریا و کمترین را ) 1/333(ژنتیکی  فاصلهمیزان پرداخت و بیشترین 
 موردبه مجزا بودن گروه های ماهیان صبور  ونمود مشاهده بین جمعیتهای اروندرود و بهمنشیر ) 1/481(
 مبستگی بالا بین داده های هر منطقه جغرافیایی اشاره نمود.بررسی و وجود ه
تالاب  ی تنوع جمعیتی کلمهاریز ماهواره جایگاه  6از  )، با استفاده7002و همکاران ( hookohsnavyeK
در جمعیتهای مورد مطالعه پی ژنتیکی انزلی و خلیج گرگان را مورد بررسی قرار دادند و به وجود اختلاف 
 بردند.
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 2DNژن و بهره گیری از  PLFR -RCPبا استفاده از روش  )،7813ی گیل کلائی و همکاران (رضوان
 163تعداد (خلیج فارس و دریای عمان  3به بررسی مولکولی جمعیت ذخایر ماهی حلوا سفیدمیتوکندری 
) از بوشهرنمونه  81نمونه از چابهار و  14نمونه از استان خوزستان،  413نمونه از کویت،  81نمونه شامل 
آنزیم دارای الگوهای پلی مورفیسم بودند و  4آنزیم بررسی شده،  63در آبهای ایران و کویت پرداختند. از 
هاپلوتایپ نادر  6های به دست آمده، پلوتایپنمونه دیده شد. از بین ها 163نمونه از  13پلی مورفیسم در 
بودند بیش از یک  نوع 4تایپهای پلی مورفیسم که یک بار تکرار شدند اما سایر هاپلوتنها بودند و هر کدام 
تفاوت معنی داری را بین مناطق مورد  paeRبا استفاده از نرم افزار  انجام شدهآنالیز آماری  بار تکرار شدند و
میتوکندری قادر به تفکیک جمعیتهای احتمالی  2DN). آنها اعلام داشتند که ژن 50.0≥Pبررسی نشان نداد (
آبهای ایرانی خلیج فارس، دریای عمان و آبهای کویت نبوده و نمونه های بررسی شده وجود حلوا سفید در 
 یک جمعیت را نشان دادند.
جنوبی دریای  حوضه 1ماهی کپور معمولینمونه  161جمعیت  بررسی ژنتیکدر  )،7813لالوئی و همکاران (
تجن، گرگانرود و  رودخانه ،زلیجنوبی دریای خزر، تالاب ان (نواحی غربی، میانی و شرقی حوضهخزر 
 4/3 -DNو  6/5 -DN های ناحیه یژن از و بهره گیریPLFR -RCP روش  با استفاده ازخلیج گرگان) 
و   4/3 -DNهاپلوتایپ متفاوت به ترتیب برای ژنهای  13و  43در مجموع  و پرداختند ANDtmمولکول 
 و 1/35 به ترتیب 6/5 -DNو   4/3 -DNژنهای  برای هامیانگین تنوع هاپلوتایپ مشاهده کردند. 6/5 -DN
و  1/51میانگین اختلاف نوکلئوتیدی به ترتیب  و 1/11و  1/61 به ترتیب میانگین تنوع نوکلئوتیدی، 1/84
تجزیه و تحلیل داده های حاصل از ارزیابی دو ژن نشان داد که نمونه های محاسبه شد. درصد  1/11
تجن با  با سواحل استان گلستان و رودخانهی، سواحل استان گیلان سواحل استان گیلان با تالاب انزل
دار معنیبا توجه به آنها ). 50.0≤Pگرگانرود از لحاظ فراوانی هاپلوتایپ دارای اختلاف معنی دار بوده است (
که جمعیت یکسانی از کپور معمولی در مناطق مورد بررسی  اعلام کردند تفاوت ژنتیکی بین نمونه هابودن 
 .گروه ژنتیکی از این گونه شناسایی شدند سهجود نداشته و به طور کلی و
شرق  در مرکز و 1ماهی خزری گاونمونه  53جمعیت  ژنتیک در بررسی ساختار )،6813(رزمجو قطب 
 13جفت از  5روش ریز ماهواره، در  با استفاده از )بندر ترکمن چالوس و( سواحل جنوبی دریای خزر
متوسط هتروزایگوسیتی مشاهده شده و مورد  و مشاهده نمودرسی پلی مورفیسم را مورد بر جفت آغازگر
میان دو را اختلاف معنی داری  FTSو  RTSاز حاصل دست آمد و اعداد ه ب 1/148و  1/837انتظار به ترتیب 
ه ها در بین تمامی نمونرا واینبرگ  -انحراف از تعادل هاردیاو ). 50.0<P( دادمنطقه مورد بررسی نشان 
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دریای خزر حداقل دو  یکه در سواحل جنوب اعلام کرد نمود و با توجه به نتایج به دست آمدهمشاهده 
  ماهی خزری وجود دارد. جمعیت مجزا از گاو
جنوبی  جمعیت گاو ماهی خزری در حوضه ساختار ژنتیکدر بررسی )، 7813قطب رزمجو و همکاران (
 سهدر ، اعلام کردند که PLFR -RCPبا استفاده از روش رکمن) (بندر انزلی، چالوس و بندر تدریای خزر 
مورد مطالعه اختلاف ژنتیکی وجود نداشته و تمام ذخایر موجود در مناطق مختلف نمونه برداری از  منطقه
 یک جمعیت واحد هستند.
ی خلیج آبهادر  3ماهی سوکلاعدد  483بررسی ساختار ژنتیکی  در )،8813رضوانی گیل کلائی و همکاران (
حداکثر مقدار  AVOMAبر اساس آزمون ، ریز ماهواره آغازگرجفت  13با استفاده از فارس و دریای عمان 
میزان  و به دست آوردندپزم  وبین نمونه های بندر دیر را ) 1/7کمترین میزان جریان ژنی (با ) 1/161( FTS
-مناطق واقع در نواحی مختلف معنی ی بینمعنی دار ول بین مناطق واقع در یک ناحیه نمونه برداری غیر RTS
 خوشه تقسیم شدند، خوشه دوبر اساس درخت فیلوژنی رسم شده، مناطق مختلف به ). 10.0<P( دار بود
گروه اول شامل نمونه های مناطق پزم و بریس به دو گروه (و خوشه دوم  اول شامل مناطق بوشهر و دیر بود
نتایج نشان داد که ماهی سوکلا  .) تقسیم شدلنگه و بندر عباس و گروه دوم شامل نمونه های مناطق بندر
 .در خلیج فارس و دریای عمان است) بوشهر، هرمزگان و چابهار(احتمالاً دارای سه جمعیت مجزا 
با استفاده از روشهای ساختار ژنتیک جمعیت ماهی سفید نژاد بهاره و پاییزه  در مطالعه )،8813چکمه دوز (
 به وجود تفاوت ژنتیکی بین این دو نژاد پی برد. ریز ماهوارهو  ANDتعیین توالی 
در رودخانه های هراز،  1شاه کولیتنوع ژنتیکی جمعیتهای ماهی  در مطالعه )،8813رحمانی و همکاران (
تفاوت نوکلئوتیدی ، ANRr S81ژن و بهره گیری از  PLFR -RCP روش  با استفاده ازشیرود و گزافرود 
بیشترین و کمترین تنوع ژنتیکی و هاپلوتایپی درون  به دست آوردند وجمعیتهای مورد مطالعه پایینی را بین 
 جمعیتها به ترتیب در رودخانه های هراز و گزافرود مشاهده شد.
در  1عدد سوف حاجی طرخان 853ساختار ژنتیک جمعیت و فیلوژنی  در مطالعه)، 8813قریب خانی (
جنوب غربی دریای  در سد ارس و حوضه 4عدد سوف سفید 711هیجان و تالاب های انزلی و امیر کلایه لا
ماهی سوف حداقل دو جمعیت متمایز از اعلام نمود که  ریز ماهواره جفت آغازگر 53با استفاده از خزر 
مورد  تمایز از سوف سفید در چهار منطقهمورد بررسی و حداقل سه جمعیت م حاجی طرخان در سه منطقه
و تنوع ژنتیکی ماهی سوف حاجی طرخان در مقایسه با ماهی سوف سفید بیشتر بوده و  بررسی وجود دارد
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برای تفکیک  ریز ماهوارهروش و  در تعیین روابط فیلوژنیک این دو گونه bروش توالی یابی ژن سیتوکروم 
 می باشند.کارایی مناسبی برخوردار از جمعیتهای سوف ماهیان 
جنوبی  حوضه 3گاو ماهی سرگنده ینمونه  113رسی ژنتیک جمعیت بردر  )،8813غلام و همکاران (پور
با استفاده  )نمونه از منطقه گیلان 15منطقه مازندران و  نمونه از 15گلستان،  نمونه از منطقه 81( دریای خزر
یسم را مشاهده بررسی شده پلی مورف جفت آغازگر ریز ماهواره 6هر در از نشانگرهای ریز ماهواره ای 
و حداکثر هتروزایگوسیتی  7/81و  33/44میانگین تعداد آللهای مشاهده شده و مؤثر به ترتیب  نمودند.
و بیشتر جایگاه های مورد بررسی  محاسبه گردید 1/113و  1/463مشاهده شده و مورد انتظار به ترتیب 
) 3/4یان ژنی (کمترین میزان جرو ) 1/61( FTS). حداکثر 50.0<Pواینبرگ بودند ( -خارج از تعادل هاردی
بین نمونه های ) 1/14بیشترین میزان جریان ژنی (و ) 1/11( FTSبین نمونه های گلستان و گیلان و حداقل 
بین ) 1/34(و کمترین شباهت ژنتیکی ) 1/37(ژنتیکی  لان مشاهده گردید. بیشترین فاصلهمازندران و گی
که سه گروه ژنتیکی  نشان داد FTSبه از محاس حاصلنتایج  مشاهده شد ونمونه های گیلان و گلستان 
 .متفاوت از این گونه در حوضه جنوبی دریای خزر وجود دارد
در سواحل استان  1ماهی سفیدعدد  51بررسی ساختار ژنتیکی جمعیت در  )،3813رضایی و همکاران (
 های جایگاه همه رد جفت آغازگر ریز ماهواره 13با استفاده از  )رودخانه های گرگانرود و قره سو( گلستان
هتروزایگوسیتی  دامنهو  4-13 مورد مطالعه تعداد آلل در مناطق را مشاهده نمودند. دامنهژنی پلی مورف 
واریانس آنالیز  ).50.0<P( بود 1/431بین جمعیتها  FTSبه دست آمد. مقدار  1/11-3/11مشاهده شده 
) پایین است. %3( تنوع بین جمعیتی و) %33( زان تنوع درون جمعیتی بسیار بالانشان داد که می مولکولی
نتایج نشان داد که این گونه هنوز از و جمعیت دیده شد و واینبرگ بالایی در هر د -انحراف از تعادل هاردی
 ترسیم شده بر اساس مقدار فاصله AMGPUتنوع ژنتیکی نسبتاً مناسبی برخوردار است و دندروگرام 
 .ت ماهی سفید در سواحل استان گلستان وجود داردبیش از یک جمعینشان داد که  ژنتیکی
کاربرد نشانگر ریز ماهواره را در بررسی صحت آمیخته گری بین دو گونه  )،3813درافشان و همکاران (
مورد ) و جنس نر ماهی آزاد دریای خزر 1اقتصادی آزاد ماهیان ایران (جنس ماده قزل آلای رنگین کمان
مطالعه قرار دادند و بیان نمودند که نتاج تولیدی آمیخته حقیقی بوده و توارث کاملی از باندهای اختصاصی 
والدین را دارا هستند. ضمن اینکه نشان دادند که ریز ماهواره ها می توانند به عنوان شاخصی جهت بررسی 
 صحت آمیخته گری این دو گونه مورد استفاده قرار گیرند.
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در  3نمونه ماهی سیاه کولی 15تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیت  در مطالعه )،3813ان و همکاران (محمدی
با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره سواحل شرقی و غربی دریای خزر (رودخانه های حویق و گرگانرود) 
ی دریای خزر به این نتیجه رسیدند که دو جمعیت متفاوت از ماهی سیاه کولی در سواحل شرقی و غرب
که روش ریز ماهواره توانایی بالایی برای نشان دادن میزان تنوع ژنتیکی در ماهی بیان کردند وجود دارد و 
 سیاه کولی دارد.
مولی در مناطق قره سو و انزلی ساختار ژنتیکی دو جمعیت کپور معدر مقایسه  )،3813قلیچ پور و همکاران (
جمعیتهای مورد بررسی از غنای آللی و تنوع ژنتیکی قابل  اعلام کردند که نشانگر ریز ماهواره 8با استفاده از 
جریان ژنی بالا در این  را ناشی از قره سو وسیتی بالا در منطقهقبولی برخوردارند. همچنین وجود هتروزایگ
 که تأثیرات منفی تکثیر مصنوعی بر تنوع ژنتیکی را خنثی می کند. دانستهمنطقه 
جنوبی دریای خزر  ماهی سفید حوضهعدد  431ساختار ژنتیک جمعیت  )،3813( عبدالحی و همکاران
مولکول و بهره گیری از  PLFR -RCPبا استفاده از روش ) را سفیدرود، شیرود، تجن و لمیر های رودخانه(
. دادندمورد بررسی قرار عدد ماهی سفید از هر رودخانه را با استفاده از روش ریز ماهواره  11و  ANDtm
واینبرگ نشان داد که بیش از یک  -از فراوانی آللی، هتروزایگوسیتی و تعادل هاردی حاصلارزیابی مقادیر 
جمعیت از ماهی سفید در دریای خزر وجود دارد و نشانگر ریز ماهواره ابزار بسیار توانمندی برای بررسی 
 د.طالعات ژنتیک جمعیت می باشکلی م تنوع درون و بین جمعیتی و روابط تکاملی میان جمعیتها و به طور
در  گاو ماهی خزرینمونه  533مقایسه تنوع ژنتیکی جمعیت در  )،1313رضوانی گیل کلائی و همکاران (
آغازگر جفت  13از با استفاده ) بندر انزلی و بندر ترکمن(مناطق غرب و شرق سواحل جنوبی دریای خزر 
مشاهده نمودند و در یک آغازگر ر مونومورفیسم را آغازگ دو و آغازگر پلی مورفیسم 3در ریز ماهواره 
محاسبه  1/816و  1/347به ترتیب را متوسط چند شکلی مشاهده شده و مورد انتظار باندی مشاهده نکردند. 
با توجه به اعداد به دست آمده برگ در تمام نمونه ها مشاهده شد. واین -انحراف از تعادل هاردیو  نمودند
). نتایج 10.0≤Pمورد بررسی اختلاف معنی داری وجود دارد ( نطقهمیان دو مردند که بیان ک RTSو  FTSاز 
 .جمعیت مجزا از گاو ماهی خزری وجود دارد دودریای خزر حداقل  ینشان داد که در سواحل جنوب
 gnicneuqeS -RCPماهیان ایران را با استفاده از روش  گونه از کفال 6)، 1313نعمت زاده و همکاران (
در  sidirivbus .Lبا  atarua .Lگونه  ynomisrap mumixaMرد مطالعه قرار دادند که با استفاده از روش مو
 در یک شاخه قرار گرفتند. sneilas .Lبا  atarua .Lگونه  gninioj robhgieNروش اما در  یک شاخه
در سواحل  را atarua aziLاز نشانگرهای ریز ماهواره تنوع ژنتیکی  )، با استفاده1313قدسی و همکاران (
و آنالیز واریانس مولکولی تمایز بارز ژنتیکی در  RTS، FTS. از طریق مورد بررسی قرار دادنداستان گلستان 
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میزان نسبتاً بالایی از جریان ژنی بین جمعیتها مشخص گردید. همچنین علائمی  امامیان مناطق مشاهده نشد 
 گزارش شد.از تنگنای ژنتیکی در جمعیتها 
در خلیج فارس و دریای عمان را با  3عدد ماهی راشگو معمولی 853ژنتیکی  ساختار  )،1313خالدی (
بیشترین  DPARمورد بررسی قرار داد. در روش  ANRr S82و توالی یابی ژن  DPARنشانگر  3استفاده از 
بیشترین و کمترین )، 16/31) و سیستان و بلوچستان (13/16و کمترین پلی مورفیسم به ترتیب در بوشهر (
)، بیشترین اختلاف 1/73( ) و سیستان و بلوچستان1/11میزان تنوع ژنتیکی به ترتیب در بوشهر و هرمزگان (
) و بیشترین و کمترین 1/41سیستان و بلوچستان ( -سیستان و بلوچستان و هرمزگان -ژنتیکی بین خوزستان
) و جفت نواحی 1/33سیستان و بلوچستان (میزان جریان ژنی به ترتیب میان جفت نواحی خوزستان و 
) محاسبه گردید و اختلاف ژنتیکی میان مناطق، میان نواحی و درون نواحی در دو 1/31بوشهر ( -خوزستان
). بر اساس دندروگرام رسم شده، نمونه های 10.0>Pمنطقه خلیج فارس و دریای عمان معنی دار نبود (
کلاستر اول شامل سیستان و بلوچستان و کلاستر دوم با دو شاخه  مناطق مختلف به دو کلاستر تقسیم شدند.
هاپلوتایپ شناسایی شد و میانگین تنوع  6شامل هرمزگان، خوزستان و بوشهر بود. در روش توالی یابی، 
به دست آمد. بالاترین و پایین ترین تنوع هاپلوتایپی به  1/31و  1/15هاپلوتایپی و نوکلئوتیدی به ترتیب 
) و بیشترین و 1/33سیستان و بلوچستان ( -) و بوشهر1/48هرمزگان ( -ین جفت نواحی خوزستانترتیب ب
) و جفت جمعیتهای 1/31هرمزگان ( -کمترین اختلاف ژنتیکی به ترتیب بین جفت جمعیتهای بوشهر
 جدایی جمعیت بوشهر از سایر جمعیتها ) ثبت گردید که نشان دهنده1/11( سیستان و بلوچستان -بوشهر
) بین جفت جمعیتهای خوزستان و هرمزگان محاسبه گردید. فراوانی 1/11بود. بیشترین جریان ژنی (
) که مؤید 50.0<Pخوزستان معنی دار بود ( -بوشهر و بوشهر -هاپلوتایپی میان جفت جمعیتهای هرمزگان
 ی در دو منطقهیکفرضیه جدایی این جمعیت از جمعیتهای همجوار بود. مقادیر حاصل از بررسی تنوع ژنت
که علیرغم جدایی جمعیتی برای  بود) و بیانگر این 50.0>Pخلیج فارس و دریای عمان معنی دار نبودند (
گونه هدف در بوشهر، ساختار ژنتیکی آن در خلیج فارس و دریای عمان خیلی با یکدیگر متفاوت نیست. 
ا برای نمونه های نواحی جدایی مشخصی ر AMGPUو  JN، PMهمچنین درخت تبارزایی به روشهای 
 مورد مطالعه فراهم نکردند.
 S61با استفاده از ژن در سواحل جنوبی دریای خزر در بررسی تنوع ژنتیکی کفال پوزه باریک )، 1313قانع (
این دلیل آن را نامناسب بودن  وجمعیت متفاوتی از این گونه در مناطق مورد بررسی مشاهده نکرد  ANRr
میزان ت ماهیان کفال پوزه باریک دانسته و اینکه این ژن در درون گونه ها دارای ژن برای بررسی جمعی
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بیشتر برای تفکیک گونه  جمعیتها باشد و ت در نتیجه نمی تواند بیان کنندهپایین و نقاط حفاظتی اس جهش
 می باشد.ها از هم مناسب 
عرض خطر انقراض دریای خزر با در بررسی تنوع ژنتیکی ماهیان آزاد جوان و در م )،1102( naifesuoY
در والدین و فرزندان را به ترتیب  جایگاهآلل مشاهده شده در هر  دامنه ریز ماهوارهاستفاده از آغازگرهای 
بر اساس نتایج ت آورد و به دس 5/1-3/1و  4/6-8/8و دامنه آلل مؤثر در آنها را به ترتیب  7-33و  8-13
ژنتیکی بین جمعیتهای مولدین نر و فرزندانشان مشاهده نکرد اما اعلام آنالیز واریانس مولکولی هیچ اختلاف 
کرد که اختلاف ژنتیکی بین جمعیتهای مولدین ماده و نر و مولدین ماده و فرزندانشان معنی دار است 
 ). 50.0<P(
زاد عدد ماهی آ 16در بررسی ارتباط بین شکلهای مهاجر بهاره و پاییزه  )،1102( issablaKو  idihsmaJ
به دست  13/513عدد آلل به ازای هر جایگاه با متوسط  5-73، DPARآغازگر  63دریای خزر با استفاده از 
 نمودند.محاسبه  1/431و  1/683به ترتیب را میزان شباهت و فاصله ژنتیکی بین دو جمعیت و  آوردند
ماده و نر ماهی آزاد دریای عدد مولد  8در بررسی انتساب نسب فرزندان  )،1102و همکاران ( dajeniruoS
جفت آغازگر ریز  1تنکابن با استفاده از  باهنر کلاردشت از جمعیت رودخانه خزر موجود در مرکز شهید
، متوسط هتروزایگوسیتی مشاهده 6/66و  7ماهواره، متوسط تعداد آلل در والدین و فرزندان را به ترتیب 
و متوسط هتروزایگوسیتی مورد  1/117±1/331و  1/118±1/333شده در والدین و فرزندان را به ترتیب 
 محاسبه نمودند. 1/486±1/311و  1/118±1/413انتظار را به ترتیب 
ل آلای خال قرمز )، در بررسی وضعیت فیلوژنتیکی ماهی قز2102و همکاران ( oolrehgeS hedazmehsaH
اده از های داخلی ایران با استف دریاچه اچه در حوضهجنوبی دریای خزر و دو دری در پنج رودخانه حوضه
و با  عدد هاپلوتایپ مختلف شناسایی نمودند 7، ANDtmمولکول  pooL -D روش توالی یابی ژن ناحیه
نمونه های مناطق مورد  دردایی مشخصی را ج doohilekiL mumixaM رسم درخت تبارزایی به روش 
 مشاهده نکردند. مطالعه 
در استانهای گیلان، مازندران و گلستان با استفاده از atarua aziL نتیکی در مطالعه تنوع ژ)، 3313سعیدی (
را به  FTSجایگاه متغیر به دست آورد. بیشترین و کمترین مقدار  551عدد هاپلوتایپ و  34 ،ANDtmروش 
) مشاهده و 1/171) و بین استانهای مازندران و گلستان (1/337ترتیب بین استانهای گیلان و مازندران (
مطرح نمود که تمایز ژنتیکی نسبتاً بالایی در جمعیت کفال طلایی وجود داشته که منجر به ایجاد دو جمعیت 
متفاوت از این گونه در سواحل جنوبی دریای خزر شده است. او همچنین تنوع هاپلوتایپی مشاهده شده در 
) را در نمونه 1/381مده به میزان (هر سه استان را عدد یک اعلام کرد و بیشترین تنوع نوکلئوتیدی به دست آ
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های مربوط به استان گلستان مشاهده نمود و بالا بودن تنوع هاپلوتایپی و نوکلئوتیدی را بیانگر تنوع جمعیتی 
 نسبتاً بالا در داخل و بین جمعیتهای مورد مطالعه دانست.
 بررسي منابع در خارج از کشور -1-1
و کارگاه تکثیر  keerC revliSتنوع ژنتیکی قزل آلای رنگین کمان بررسی در  )،0002( llewoPو  smailliW
هاپلوتایپ  5میتوکندری تعداد  2DNناحیه و بهره گیری از ژن  PLFR -RCPبا استفاده از روش  rupsyaH
و اظهار داشتند هاپلوتایپهایی که در ماهیان قزل آلای رنگین  نمودندمشاهده keerC revliS  در نمونه های
نمونه  ز وجود دارند ممکن است باقیماندهنی keerC revliSورشی معمول هستند و در نمونه های کمان پر
 های اولیه تکثیر یافته باشند.
زیر جمعیت مجزا را در ماهیان  5وجود  ریز ماهوارههای با استفاده از آنالیز داده)، 0002(و همکاران  sknaB
 دادند. مرکزی کالیفرنیا نشان ر ناحیهد 3آزاد چینوک
با استفاده از تکنیکهای صید، نشانه گذاری، رهاسازی و صید مجدد و ریز  )،3002( sgnihctuHو  smadA
آبریز خلیج هند پرداختند و  های حوضه دریاچه 1ماهواره به بررسی ساختار جمعیتی قزل آلای جویباری
دند که علیرغم عدم وجود موانع ) را مشاهده نمودند و بیان کر1/71-1/6سطح بالایی از هتروزایگوسیتی (
-های نشانهمجزایی دارد. حتی دادهها، هر دریاچه جمعیت تولید مثلی فیزیکی برای مهاجرت بین دریاچه
همچنین مشاهده کردند که ها داشت. گذاری هم دلالت بر مهاجرت جزئی و عدم مهاجرت بین دریاچه
 نسبت به سایر مناطق بالاتر است. سطح هتروزایگوسیتی جمعیتهای این گونه در این منطقه
تنوع و ساختار ژنتیکی ماهی کپور معمولی را در نواحی از اروپا، آسیای  )،3002و همکاران ( nnamlhoK
مورد  ANDtmمرکزی و آسیای شرقی/ جنوب شرقی با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره، آلوزایم ها و 
پذیری تغییرمیزان جمعیت را شناسایی نمودند که در این بررسی  31و  33، 11به ترتیب و  مطالعه قرار دادند
 ها نسبت به آلوزایم ها بسیار بیشتر بود.  ریز ماهواره
میتوکندریایی به مقایسه   ANDآلوزایم، میکروستلایت وبا استفاده از مقایسه  )،4002و همکاران ( nocralA
در اقیانوس اطلس شمالی و مدیترانه  1سر طلایی ژنتیکی جمعیتهای اروپایی وحشی و پرورشی سیم دریایی
-نشان می دهد. تغییربا آلوزایم  سطح پلی مورفیسم بالاتری در مقایسه ریز ماهوارهپرداختند. به نظر آنها 
آللی و تغییرپذیری  تنوعنشان داد که هیچ تمایز اساسی در جمعیتها وجود ندارد.  ANDtmپذیری پایین 
) بود. نمونه های وحشی در مقایسه با نمونه n= 171ها ( هنمون ه شد که متأثر از اندازهه ها دیدبالایی در نمون
بود. هتروزایگوسیتی قابل انتظار  13-53) و دامنه آن 50.0 <Pهای پرورشی تعداد آلل بالاتری نشان دادند (
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) نبوده و 50.0>P( در نمونه های وحشی بیشتر بود که از نظر آماری معنی دار جایگاه 53از  جایگاه 3در 
به دست آمد که احتمالاً ناشی از میزان بالای جهش یا  1/813و آلوزایم  1/548 ریز ماهواره برایمیانگین آن 
نسبت به آلوزایم و یا به خاطر تغییر پذیری جزئی در  ریز ماهواره هابه خاطر فشار بهگزینی پایین تر 
همچنین یافته های آنها نشان  بسیار پایین بود. ANDtmه ست. اختلاف نشان داده شده به وسیلا هاایمآلوز
 نژادهای اهلی نسبت به وحشی از تنوع ژنتیکی کمتری برخوردارند.که داد 
 جمعیتهایبه بررسی تنوع ژنتیکی  ریز ماهوارهنشانگر  13گیری از با بهره  )،4002( و همکاران alaakS
با دقت بالایی توانستند نمونه های وحشی را از نمونه  و در نروژ پرداختند اطلسماهی آزاد وحشی و اهلی 
که در تمامی نژادهای پرورشی اختلاف آللی کل به نتایج این مطالعه نشان داد  های پرورشی تشخیص دهند.
طور قابل ملاحظه ای پایین تر از جمعیتهای وحشی بود که می تواند ناشی از اثر مؤسس یا رانش ژنتیکی در 
نیز تمایز ژنتیکی معنی داری را در تمام  FTSل در برنامه های تولید مثلی باشد. مقدار افزایش تولید نس
ها نشان داد اما فاصله ژنتیکی و تمایز جنسی با یکدیگر در تمامی موارد هماهنگ نبودند. به طور کلی جایگاه
اثر مؤسس باشد  بار بالاتر از نژادهای وحشی بود که ممکن است به خاطر 1-8در نژادهای پرورشی  FTS
بالای جدایی بین ذخایر ایجاد شده  درجه در نتیجهکه افراد بنا کننده از نژادهای مختلف بودند و همچنین 
 باشد.
در نواحی مدیترانه  xallaf asolAو  asola asolAخصوصـیات ژنتیکـی ماهیان )، 4002و همکاران ( airaF
مورد مطالعه قرار دادند. این مطالعه نشان داد که تعداد آللها   ارهریز ماهوو دریای سیاه را با استفاده از نشانگر 
عدد بود. ضمن اینکه تنوع هتروزایگوسیتی  1-7  xallaf .Aو برای  1-3  asola .Aبرای  جایگاهدر هر 
 بود.  1/141-1/717 و 1/761-1/613برای این دو گونه به ترتیب 
ساختار جمعیت دو نوع دریاچه ای و  ریز ماهواره جایگاه 43با استفاده از  )،4002و همکاران ( mahcaeB
جمعیت رودخانه های شمال بریتیش کلمبیا بررسی کردند. به طور  74را در  3رودخانه ای سوکی سالمون
واضح بین جمعیتهای رودخانه ای و دریاچه ای اختلاف ژنتیکی مشاهده شد و میزان تنوع ژنتیکی ماهی آزاد 
و هتروزایگوسیتی قابل  جایگاهآللهای مشاهده شده در هر  ننوع دریاچه ای بود. میانگی رودخانه ای بیشتر از
بود. به نظر آنها  1/56و  13/5و در دریاچه به ترتیب  1/17و  13/7انتظار در رودخانه به ترتیب 
که به هتروزایگوسیتی بالاتر رودخانه نسبت به دریاچه به خاطر اختلاف ژنتیکی در کلونی ماهیانی است 
ریز های جایگاهرودخانه بازگشت کرده و با محیط جدید سازگار شدند. افزایش میزان تمایز دیده شده در 
 -تعادل هاردینسبت به آلوزایم به خاطر تغییر در میزان جهش بین این دو مارکر بود. در بررسی  ماهواره
کی مشاهده شده بین جمعیتهای عدم تعادل دیده شد. بیشترین شباهت ژنتی جایگاهفقط در یک واینبرگ 
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-بین جمعیتهای ماهی آزاد رودخانه دریاچه ای در مقایسه با دیگر جمعیتهای رودخانه است و تمایز ژنتیکی
-ریزهای جایگاه درای با جمعیت دریاچه ای به روشنی تفاوت زیادی داشت و اختلافات مشاهده شده 
 بیشتر از آلوزایم بود.  ماهواره
منشأ ژنتیکی جمعیت اردک ماهی  ریز ماهوارهبا استفاده از تکنیک مولکولی  )،5002ن (و همکارا raliugA
سازی غییرات ژنتیکی آن را از زمان رها) معرفی شده به شمال دریاچه دیویس کالیفرنیا و تsuicul xosE(
 ده کردند وجمعیت استفا 33در  ریز ماهوارهنوکلئوتیدی تترا  جایگاه 13بررسی کردند. در این بررسی از 
 به دست آمد. به نظر آنها اندازه 1/86و  7/6به ترتیب ها جایگاه درمیانگین تعداد آلل و هتروزایگوسیتی 
و تنگناهای ژنتیکی بر تمایز ژنتیکی در داخل یک جمعیت و تغییر در فراوانی آللی مؤثر است جمعیت مؤثر 
 جایگاه 1جمعیت قرمز و  جایگاه 4ز، جمعیت سب جایگاه 7در  واینبرگ -تعادل هاردیو انحراف از 
    شد. شجمعیت طلایی معنی دار گزار
از  3جمعیت اردک ماهی 13به آنالیز  ریز ماهواره ای جایگاه 6با استفاده از  )،5002( و همکاران Briettig
در اردک ماهی شمال اروپا را جمعیت شمال اروپا و شمال آمریکا پرداختند و تنوع ژنتیکی بسیار پایین 
ثر در مقیاس زمانی چند هزار ساله که در رابطه با حوادث عصر یخبندان و بعد آن ؤکاهش جمعیت م نتیجه
 باشد نسبت دادند.می
در اسلوونی قزل آلا غیر بومی  هایماهواره توزیع جمعیت نشانگر ریز 5با استفاده از  )،5002( و همکاران guJ
مورد ارزیابی قرار  1و دریاچه دانوب 1آلا در دریاچه آدریاتیکجمعیتهای بومی قزل  را با و سایر ورودی ها
و توانستند نژادهای غیر بومی انتشار یافته و ورود آنها به جمعیتهای بومی را تشخیص دهند و اعلام  دادند
دامنه جایگاه گزارش نمودند و  5لل در این آ 17آنها کردند که جمعیتهای بومی در معرض خطر قرار دارند.  
-1/17هتروزایگوسیتی قابل انتظار  دامنهو  1/13-1/56دامنه هتروزایگوسیتی مشاهده شده ، 3/1-8/1 یآلل
قزل آلای مرمری در سواحل اسلوونی بلکه  کردند که نه تنها گونه محاسبه گردید. آنها همچنین اعلام 1/61
های ریز ماهواره را ابزار انگرقرار دارد. آنها نشانقراض ماهی قزل آلای قهوه ای دانوبی هم در معرض خطر 
  انقراض معرفی نمودند. خطر گونه های در معرض بسیار مناسبی برای ارزیابی ژنتیکی جمعیت و حفاظت از
اختلاف ژنتیکی را در داخل و بین  نشانگر ریز ماهواره 6با استفاده از  )،5002و همکاران ( nagirdnuL
آمریکا مورد بررسی قرار دادند و به این نتیجه رسیدند  در شمال 4جمعیتهای وحشی و پرورشی چار قطبی
رورشی تنوع ژنتیکی کمتری نشان متمایزند و نژاد پ چار قطبی از یکدیگرکه نژادهای پرورشی و وحشی 
-31آلل و در نژادهای پرورشی به میزان کمتر و بین  33آللی در نژاد وحشی تا  دهد. در این مطالعه دامنهمی
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د. همچنین میزان هتروزایگوسیتی مشاهده شده برای نمونه های وحشی بیشتر از پرورشی آلل مشاهده ش 31
و  1/137و  63/5بود و میانگین تعداد آللی و هتروزایگوسیتی مشاهده شده در جمعیتهای وحشی به ترتیب 
 به دست آمد. 1/156و  8/11در جمعیتهای پرورشی به ترتیب 
را  3ساختار ژنتیکی جمعیت ماهی پولاک نشانگر ریز ماهواره 6فاده از با است )،6002و همکاران ( reirrahC
شامل سواحل فرانسه در اقیانوس اطلس و شمال نروژ مورد بررسی قرار دادند. تنوع آللی در سواحل اروپا، 
 -تعادل هاردیبه دست آمد. عدم انحراف از  1/876-1/347 و هتروزایگوسیتی مشاهده شده 33/76-13
ها آشکار شد که علت آن استفاده از پرایمرهای  بین گونه ای و وجود جایگاهیا  اتمامی جمعیته در واینبرگ
و فاصله های جغرافیایی ارتباط مثبتی  FTSآللهای نول عنوان شد. آنها همچنین بیان کردند که میان مقادیر 
 وجود دارد.
جمعیت  13پلی مورفیسم را در  وارهریز ماه جایگاه 7با بهره گیری از  )،6002و همکاران ( initnecuL
اردک ماهی شمال ایتالیا و شرق اروپا بررسی نمودند. نتایج بررسیهای جمعیت اردک ماهی شمال ایتالیا نشان 
وجود داشته که بر اثر فشارهای وارد شده توسط انسان با روشهای  اداد که تفاوتهای فردی بین جمعیته
آلل  15در برنامه های مدیریتی و حفاظتی آینده در نظر گرفته شود. می آید که باید  دذخیره سازی به وجو
 1/81-1/67 پلی مورفیک مشاهده شد و میانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده بین جمعیتها جایگاه 6در 
ار داشتند که علت آن را قر واینبرگ -تعادل هاردیجمعیت فوق سه جمعیت خارج از  13بود. در بررسی 
لی در پرایمرها که موجب نارسایی در تولیدات تکثیر شده و طبقه بندی نادرست های محوجود جهش
 هتروزایگوتها همانند هموزایگوتها می شود اعلام کردند. 
 suhcnyhrocnOی جمعیتهای (اریز ماهواره آنالیز میتوکندریایی و  در مطالعه )،7002و همکاران ( nooY
میتوکندریایی مشاهده  ANDنسبت به روش  ریز ماهوارهروش  ) تنوع ژنتیکی بالاتری را درmuablaw atek
 ساختار جمعیتی از هر دو نشانگر استفاده گردد. اعلام نمودند بهتر است در مطالعهو 
به بررسی روابط  ANDtmبا استفاده از آنالیز توالی یابی ناحیه  )،7002و همکاران ( soluopritosapaP
 aziL، atarua aziL، sneilas aziLگونه شامل  5داختند و از پر کفال ماهیان خویشاوندی خانواده
نمونه از دریاچه  5و از هر جنس به تعداد  sulahpec liguMو  susorbal nolehC، adnamar
) IOCو  ANRr S61، ANRr S21( ANDtm. سه ناحیه از نمونه برداری انجام شددر یونان  ignolosseM
با دیگر   sulahpec .Mتوالی یابی نشان داد که بیشترین تفاوت ژنتیکی بین  تکثیر و توالی یابی شدند. آنالیز
 ها به هم بودند.نزدیکترین جنس atarua aziL و susorbal nolehC که  در حالی جنسهای مورد مطالعه بود
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 کاملیت تمایز و بودن بومی وضعیت بررسی به ریز ماهواره استفاده از نشانگر با )،7002و همکاران ( rolyaT
 دقیق های گیری اندازه طبق منطقه این آلای پرداختند. قزل کانادا شرق منطقه در کمان رنگین آلای قزل
 قرن اوایل به مربوط شده معرفی بومی و جمعیتهای غیر یخبندان از قبل دوران به مربوط ذخایر حفاظت
 های گونه تنوع مربوط به غالبیت و دهبو برخوردار کمی تنوع از بومی گونه که داد نشان بود. آنالیزها بیستم
  است. شده معرفی
 .Eبه بررسی ساختار جمعیتی ماهی  IOCبا استفاده از توالی یابی ژن  )،0102و همکاران ( hcleW
در آبهای استرالیا پرداختند. در این بررسی تنوع هاپلوتایپی راشگو  rihcorcam .Pو  mulytcadarteT
) محاسبه 1/711) و (1/111) و تنوع نوکلئوتیدی نیز به ترتیب (1/78( rihcorcam .P) و 1/57معمولی (
 گردید.
ساختار ژنتیکی مولدین ماهی آزاد دریای خزر ایران جمع آوری شده از رودخانه  )،1102و همکاران ( areV
بچه ماهی حاصل از جمعیت  عدد 84عدد) و  66عدد) و تنکابن ( 8عدد)، ناورود ( 8های کرگانرود (
ر مورد مطالعه قرا ANDtmو توالی یابی  ریز ماهوارهجفت آغازگر  13سردآبرود را با استفاده از  دخانهرو
جایگاه ها باندهای پلی مورفیک تولید نمودند و بیشترین تعداد آلل  دادند. در روش ریز ماهواره همه
و میزان  محاسبه شد 85 atturtS) در جایگاه 1/113) و هتروزایگوسیتی مورد انتظار (11مشاهده شده (
) به دست آمد. نتایج آزمون آنالیز واریانس مولکولی نشان داد که تنوع 100.0<P( 1/151اختلاف ژنتیکی 
و بین جمعیتهای  )660.0=P(درصد  7/11)، بین جمعیتها 100.0<P(درصد  33/33ژنتیکی درون جمعیتها 
یابی تنوع هاپلوتایپی و نوکلئوتیدی به ترتیب ) می باشد. در روش توالی 100.0<P(درصد  3/36داخل گروه 
ژنتیکی  ) و میانگین فاصله100.0<P( 1/1631، اختلاف ژنتیکی 1/71311±1/33111و  1/1686±1/3341
 محاسبه گردید. 1/37111±1/33311
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 جمع آوری نمونه ها و داده ها  -2-9
ماهی آزاد دریای خزر با  مولدعدد  381 صید ، تعیین ایستگاه ها،ام مطالعات اولیهپس از انج مطالعهدر این 
) از رودخانه های 1-1و  1-1، 3-1پره و دام (شکلهای م) و تورهای سالیک، شیل (کلهاسد استفاده از 
 33ا (نمونه) و آستار 74نمونه)، کرگانرود ( 873نمونه)، چشمه کیله ( 13نمونه)، سردآبرود ( 11چالوس (
انتهای  گرم از بافت نرم و تازه 1-5، ثبت داده های بیومتری و 1313در فصول پاییز و زمستان سال نمونه) 
غذی در ) و پس از شستشو با آب مقطر و خشک نمودن با دستمال کا4-1توسط قیچی جدا (شکل  باله
و برای انجام  ) rebraBte  ,.la0002) (5-1تثبیت (شکل  63°میلی لیتری حاوی الکل اتانول  5های تیوب
اکولوژی دریای خزر واقع در  ) پژوهشکده6-1آزمایشها و مطالعات ژنتیکی به آزمایشگاه ژنتیک (شکل 
 7-1قرار گرفتند. شکل  -11c°شهرستان ساری منتقل شدند و برای نگهداری طولانی مدت در فریزر 
 SPGدریای خزر تعیین شده با استفاده از  جنوبی نمونه برداری ماهی آزاد در حوضهموقعیت ایستگاه های 
تعداد و پراکنش نمونه های جمع آوری شده ماهی آزاد دریای خزر در ایستگاه های مختلف  3-1و جدول 
  را نشان می دهند.
   
 صید با استفاده از تور سالیک  -1-9شکل                           (کلهام) شیلسد صید با استفاده از  -2-9شکل 
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 نمونه برداری از باله ماهی آزاد دریای خزر -4-9شکل  پره                                     صید با استفاده از تور -9-9شکل 
           
 آزمایشگاه ژنتیک پژوهشکده اکولوژی دریای خزر -6-9شکل            63°فیکس نمودن باله در الکل اتانول  -5-9شکل 
 
 موقعیت ایستگاه های نمونه برداری ماهی آزاد دریای خزر -7-9شکل 
 (چالوس، سردآبرود، چشمه کیله، شفارود و کرگانرود)
 39
 تعداد و پراکنش نمونه های جمع آوری شده ماهی آزاد دریای خزر  -2-9جدول 
 موقعیت جغرافیایي تعداد نمونه نام رودخانه (ایستگاه)  (ناحیه) استان
 عرض جغرافیایي يطول جغرافیای
 مازندران
 چالوس -3
 سردآبرود -1
 چشمه کیله -1
 11
 
 13
 
 873
 35° 11׳
 
 35° 11׳
 
 15° 15׳
 61° 11׳
 
 61° 34׳
 
 61° 54׳
 گیلان
 کرگانرود -4
 آستارا -5
 74
 
 33
 84° 45׳
 
 84° 71׳
 71° 14׳
 
 81° 41׳
 
 ژنومي  ANDاستخراج  -1-9
ین مطالعه از روش استات آمونیوم که در ادارد  وجودکل  AND روشهای متعددی برای استخراج
 ) استفاده شد. 0002 ,.la te nwouQcM(
 تهیه شده از) 8 :Hp µm 1 ATDE ,µm 01 lcH -sirT ,µm 001 lcaN( ETSبافر : استفادهمواد مورد 
شرکت  تهیه شده از) lm/u 009( K ، پروتئینازkcreM شرکتساخت  %17اتانول ، الکل 3شرکت سیناژن
 تهیه شده ازاستات آمونیوم  ،شرکت سیناژن تهیه شده از %13 1سدیم دودسیل سولفات محلولسیناژن، 
نمونه باله های دستمال کاغذی،  استریل،آب مقطر  بار مصرف، دستکش یکسرسمپلر،  شرکت سیناژن،
 مختلف رودخانه هایجمع آوری شده از 
شیکر پلیت تریان ایران)، ساخت شرکت مهندسی اخ 22 LSBبن ماری (مدل : تجهیزات مورد استفاده
ساخت  R22 orkiM(مدل  سانتریفیوژ)، 205 SR xetroV)، شیکر لوله (مدل nemurtsnI(ساخت شرکت 
(مدل  -11c°)، فریزر GLساخت شرکت  77000AK111(مدل  4c° یخچال ،)آلمان hcitteHشرکت 
کرولیتر (مدل می 1/5-13یی با توانا 1نمونه بردار )،آلمان hcsoBساخت شرکت  UF 1063DSG
(مدل  13-113ساخت آلمان)،  frodneppEمیکرولیتر (مدل  1-11ساخت آلمان)،  etteprefsnarT
 پنس، قیچی، ساخت آلمان)، frodneppE(مدل  میکرولیتر 113-1113ساخت آلمان) و  etteprefsnarT
 رک ب، تیو
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 مراحل استخراج
کاغذ صافی  پس از آنکه به وسیلهیچی جدا شد و با استفاده از قباله  نرم بافتاز میلی گرم  15-113 -3
 منتقل گردید.استریل  شماره گذاری شده میلی لیتری 3/5 به تیوبکاملا ًخشک گردید 
 15، ETS میکرولیتر  بافر 115 و با استفاده از قیچی به صورت قطعات کوچک خرد گردید باله بافت -1
ها م بافت مورد نظر به ویژه پروتئینبرای هض  K esanietorPlm/u 009میکرولیتر  1و  3%01 SDSمیکرولیتر 
 ). 8-1 (شکل گردیدداخل تیوبها تزریق به 
محتویات هر یک از تیوبها به مدت یک دقیقه توسط دستگاه شیکر لوله مخلوط شدند و بعد از انتقال به  -1
 . )13-1و  3-1(شکلهای  قرار گرفتند پلیتشیکر دستگاه دقیقه بر روی  16 داخل پلیت، به مدت
در دقیقه  16به مدت ها تیوبمی باشد بدین منظور  55ـ 16c°ی در دمای یقلیا K یمم پروتئینازپتفعالیت ا -4
 .دیشده و به صورت امولسیون غلیظ درآ هضمتا بافت به طور کامل قرار گرفتند  55c° با دمای بن ماری
یک دقیقه به مدت و  اضافه تیوبهایات داخل محتوبه  درصد 7/5استات آمونیوم میکرولیتر  163ان میز -5
قرار  پلیت بر روی دستگاه شیکر دقیقه 16به مدت  سپس تیوبها .ندتوسط دستگاه شیکر لوله مخلوط شد
 ند.گرفت
شدند  سانتریفیوژ 11113mpr  در دور دقیقه 5به مدت  محتویات داخل تیوبها توسط دستگاه سانتریفیوژ -6
 ).33-1(شکل 
 تیوبهای شماره گذاری شده بهجدا و  توسط نمونه بردار به آرامی تیوبهافاز بالایی از لیتر میکرو 115 -7
به تیوبها و  شداضافه  تیوبهاایزوپروپانول به محتویات داخل میکرولیتر  115منتقل گردید. سپس جدید 
 ).13-1(شکل  ظاهر گردد ANDسفید رنگ  تا کلاف شدندته  و آرامی سر
 دقیقه استفاده 53به مدت  11113 mprبا دور سانتریفیوژ از در هر تیوب،  AND جهت رسوب دادن -8
 .شد
روی کاغذ صافی یا دستمال  روارونه ب شد و تیوبها به صورتتخلیه در داخل ظرفی به آرامی فاز بالایی  -3
اضافه کف هر یک از تیوبها  AND به رسوب %17اتانول میکرولیتر الکل  113سپس گرفتند. کاغذی قرار 
 سانتریفیوژ گردید. 11113 mpr دقیقه در دور 1شد و به مدت 
به  دقیقه 11-16 ها به مدتتیوب، AND تبخیر الکل از سطح رسوب برای و گردیدتخلیه  بالاییفاز  -13
 (از انکوباتور گرفتند قرارآزمایشگاه محیط در دمای ذی کاغذ صافی یا دستمال کاغروی  روارونه بصورت 
و  استریلرولیتر آب مقطر میک 113مقدار ، ANDاز خشک شدن پس  .توان استفاده کرد)نیز می 71c° با دمای
بن ماری  در دقیقه 11به مدت شد و اضافه  هر یک از تیوبهاموجود در کف  AND به esaNRمیکرولیتر  1
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ه هضم ناخواست ANRو قطعات حل در آب مقطر استریل  ANDرسوب تا  ندقرار داده شد 71c°دمای  با
 .)13-1(شکل  گردند
 حل کامل طور به AND تا دشدن منتقل 4c° دمای داخل یخچال با ساعت به 41به مدت  در انتها تیوبها -33
منتقل  -11c° با دمای فریزربه  مدت طولانی نگهداری جهت های استخراج شده ANDسپس نمونه  د.وش
 شدند.
                                                        
 شیکر لوله دستگاه  -3-9شکل             اضافه نمودن مواد هضم کننده به بافتهای خرد و له شده -8-9شکل 
                                                                      
 دستگاه سانتریفیوژ -22-9شکل                                                                    شیکر پلیت دستگاه  -12-9 شکل
                                                                        
 محلول در آب مقطر استریل AND -92-9شکل                                                  ANDکلافهای سفید رنگ  -12-9شکل 
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 استخراج شده با استفاده از روش اسپکتروفتومتریهای  ANDیت ارزیابي کم -9-9
 ، آب مقطر استریلاستخراج شده AND: مواد مورد استفاده
کووت، آلمان)،  frodneppEساخت شرکت  13322(مدل  3دستگاه اسپکتروفتومتر: هتجهیزات مورد استفاد
  ساخت شرکت مهندسی اختریان) 205 SR xetroVشیکر لوله (مدل 
) در طول 43-1نمونه ها از دستگاه اسپکتروفتومتر (شکل  ANDبرای تعیین کمیت دقیق : ارزیابيروش 
نانومتر می  161-181 در طول موجAND بیشترین جذب نانومتر استفاده شد زیرا  181و  161های موج 
یکرولیتر م 111به حجم آب مقطر استریل  ژنومی به وسیله ANDاز میکرولیتر  11باشد. برای این منظور 
که برای کالیبره کردن دستگاه اسپکتروفتومتر استفاده می شود،  1باید توجه داشت محلول شاهد. رسانده شد
استفاده می گردد یکسان باشد. پس از کالیبره کردن   ANDبایستی حتماً با محلولی که جهت رقیق سازی
میزان ژنومی روی سل پایین ریخته و  ANDمیکرولیتر از  دوپایین،  دور در ها نمونه کردن شیکر و دستگاه
نانومتر اندازه گیری و ثبت شد (در  181و  161رقیق شده در طول موج های  AND نمونه 1جذب نوری
برای ادامه ها بیشترین جذب را دارند). نانومتر، پروتئین 181در طول موج و  ANDنانومتر،  161طول موج 
بار تکرار گردید.  1-5اجتناب از خطا  برای کار این و پاک کرده رمقط آب با را پایین و بالا سل کار دوباره
 181به  161نسبت جذب در استخراج شده محاسبه و  ANDغلظت  عنوان به آمده به دست اعداد میانگین
نسبت محاسبه گردید. نسبت مذکور فاکتور رقت نامیده می شود، در صورتی که ) 082A/062A( نانومتر
مناسب می  ANDجذب عمدتاً توسط اسید نوکلئیک صورت گرفته و کیفیت ، باشد 2A/1A= 3/8جذب 
 3/8و اگر نسبت جذب است   ANRبا  ANDآلودگی نشان دهنده ،باشد >2A/1A 3/8و اگر  باشد
آلودگی با پروتئین و یا دیگر ناخالصی ها است. از آنجایی که برای انجام  نشان دهندهباشد  <2A/1A
زیر استفاده  برای به دست آوردن آن از رابطه می باشدAND نیاز به غلظت دقیق  RCPآزمایشهایی از قبیل 
 :شد
  ]AND[gn/lm 05 =×  D× A062
 111/11= 16= نسبت رقیق سازی D
 نانومتر  161= میزان جذب نوری در طول موج A
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 دستگاه اسپکتروفتومتر -42-9شکل 
  %2ه از روش الکتروفورز ژل آگارز استخراج شده با استفادهای  ANDارزیابي کیفیت  -4-9
، اتیدیوم بروماید 1تهیه شده از شرکت سیناژن، آگارز، بافر سنگین کننده 3X1 EBTبافر : مواد مورد استفاده
 چسب نواری، 1تهیه شده از شرکت سیناژن، آب مقطر استریل، سرسمپلر %3
ساخت آلمان)،  etteprefsnarTر (مدل میکرولیت 1/5-13یی با توانانمونه بردار تجهیزات مورد استفاده: 
 )،suirotraSساخت شرکت  213 MG(مدل  گرم 1/31با دقت ترازوی دیجیتال  سینی ژل و شانه های آن،
شرکت مهندسی پزشکی  ساخت1067 SPE جریان الکتریسیته (مدل  روفورز افقی و منبع تأمین کنندهالکت
 IVUساخت شرکت  coD- DX800ایلیومیناتور (مدل ترانس  VUیا  4پایا پژوهش)، دستگاه مستندساز ژل
فرانسه) همراه با برنامه  tamruoL rebliV، ساخت شرکت XM62/0001 -tnirP -coDانگلیس و مدل  cet
 0.51 .reV tpaC -otohPو   40.99 .reV wMcoD -IVUهای نرم افزاری 
 روش ارزیابي
  .شد داده میز کار قرار افقی در سطح شدن خشک و پس از تمیز ژل تانک الکتروفورز -3
تا یک میلی متر به طوری که تایی)  53شانه ژل ( قرار داده شد و مسطح محلی در ژل مخصوص سینی -1
با استفاده از بر روی دو لبه انتهایی سینی قرار گرفت و بین دو لبه سینی ژل فاصه داشته باشد با کف سینی 
 شد. چسب نواری بسته
در و  ) توزین53-1(شکل  دیجیتالترازوی با استفاده از گرم آگارز  1/13مقدار، %3 ژل آگارز برای تهیه -1
به آن اضافه گردید که یک میلی لیتر آن برای تبخیر در نظر  X1 EBTمیلی لیتر بافر  33ارلن ریخته شد و 
  .).به حجم پلیتی که ژل در آن ریخته می شود بستگی دارد X1 EBT(حجم محلول گرفته شد 
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ارلن با  سپسحل و شفاف شود. وسپانسیون حاصله روی شعله حرارت داده شد تا آگارز در آن س -4
  .تا با آن هم دما شود زمایشگاه قرار گرفتآمحیط به مدت چند دقیقه در دمای  محتویات درون آن
  گردد. منعقد شد تا ریخته ژل سینی در مذاب آگارز -5
 پس و شد داده قرار الکتروفورز تانک داخل آرامی به ژل و باز سینی طرف دو لهایحائ ،ژل بستن از پس -6
  .گردید خارج ژل از آرامی به ژلی شانه  مدتی از
و با استفاده میکرولیتر بافر سنگین کننده کاملاً مخلوط  1ژنومی همراه با  ANDمیکرولیتر از  6-7مقدار  -7
  ).63-1 ژل تزریق گردید (شکللی شکل از نمونه بردار با دقت به داخل هر یک از چاهکهای مستطی
 میلی آمپر تنظیم 54ولت و  13برق بر روی تانک الکتروفورز به منبع جریان برق متصل و دستگاه مولد  -8
به دلیل دارا بودن گروه های فسفات در ساختمان خود دارای بار منفی است بنابراین در  ANDگردید (
کت می کند و متناسب با وزن مولکولی در قسمتهای مختلف الکتروفورز به سمت قطب مثبت حردستگاه 
  .)73-1(شکل  ژل قرار می گیرد)
دقیقه در  5و رسیدن بافر سنگین کننده به انتهای ژل، ژل مورد نظر برای مدت  از اتمام الکتروفورز پس -3
رنگ بر (آب آن به مدت یک دقیقه در داخل ظرف محتوی  و بعد از ظرف محتوی محلول اتیدیوم بروماید
لازم به اختصاصی رنگ گرفته اند رنگ زدایی شوند.  تا قسمتهایی از ژل که به طور غیرمقطر) قرار داده شد 
مواد بسیار سمی می باشد و از طریق پوست، چشم و دستگاه  ءمحلول اتیدیوم بروماید جز ذکر است که
-با این ماده می الایی دارد لذا هنگام کارتنفسی به راحتی قابل نفوذ بوده و اثر جهش زایی و سرطان زایی ب
  عینک محافظ و ماسک استفاده شود.بایست از دستکش، 
 قرارنانومتر  451-131موج با طول  مستندساز ژل بر روی دستگاهنظر توسط کاردک  ژل مورددر انتها  -13
تصویر ژل  سپس. هایی بر روی ژل مشاهده شدندبه صورت باند AND و قطعات) 83-1شد (شکل داده 
 ،ANR، آلودگی به پروتئینی از لحاظ خلوص، آلودگیAND کیفیت  فریز و ذخیره گردید. بدین ترتیب
(قطعات سنگین و با وزن بالای  قرار گرفت مورد ارزیابی ANDتا حدودی کمیت  و  ANDشکستگی
ژل روی  3های خرد شده، به صورت اسمیر AND کهنشان از صحت استخراج دارند در حالی  AND
 . )5002 ,.la te iosT( مشاهده می شوند.)
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                    تزریق به داخل چاهکهای مستطیلی شکل ژل -62-9شکل یجیتال                       ترازوی د -52-9شکل 
                                   
        دستگاه مستندساز ژل -82-9شکل یق شده به طرف قطب مثبت                              تزر ANDحرکت  -72-9شکل 
 طراحي و آماده سازی آغازگرها -5-9
پس از بررسی مطالعات انجام شده بر روی تنوع ژنتیکی گونه های مختلف آزاد ماهیان با استفاده از 
و مشاهده الگوی  3یگاه مرکز ملی داده های بیوتکنولوژیو توالی یابی و جستجو در پا ریز ماهوارهروشهای 
 یابیتوالی و یک جفت آغازگر  1-1با مشخصات جدول  ریز ماهوارهجفت آغازگر  63تعداد دهی آنها،  باند
انتخاب و نسبت به سفارش و خرید آنها اقدام گردید.  1-1مشخصات جدول  ) با7002 ,ulgoyebatA(
سازنده، توسط آب مقطر استریل از  وشها بر اساس دستورالعمل کارخانهاین رآغازگرهای مورد استفاده در 
 17میکرولیتر آغازگر و  11رقیق سازی آنها به نسبت  حالت لیوفیلیزه به حالت محلول درآورده شدند.
میلی لیتری انجام شد و جهت استفاده  1/5های یل به صورت جداگانه در میکروتیوبمیکرولیتر آب مقطر استر
 ANDآنجایی که داشتن توالی قرار داده شدند. از  -11c° فریزر با دمایواکنش زنجیره ای پلیمراز در  در
خاص از ژنوم مربوط به  دهد تا همین منطقهن اجازه را میخاص از ژنوم یک گونه ای ربوط به یک منطقهم
ر تکثیر گردد لذا برای با همان یک جفت پرایم های بسیار نزدیک یا جمعیتهای مشابه از یک گونهگونه
 آغازگرها استفاده شد.همین و توالی یابی از  ریز ماهوارهمورد مطالعه در روشهای  رودخانه هایتمامی 
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 لودج9-1-  یاهرگزاغآ تاصخشم شور رد هدافتسا درومهراوهام زیر  
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Ohno, 1970 AF393184 146-
246 
52 (GAAT)8- 
AGATTAATA 
-GATA)11- 
GATTAATAG
AGA– 
( GATA)26 
F: 5′-GGACAGGAGCGTCTGCTAAATGACTG-3′ 
R: 5′-GGATGGATTGATGAATGGGTGGG-3′ 
Otsg3 
Ohno, 1970 AF393185 292-
436 
52 (GATA) 
( TAGA)20 
(TGGATAGA)
4-(TGGA)2 
(TAGA)10 
F: 5′-GGTTCCTCTCACATAGAA-3′ 
R: 5′-GCCTAGTTAAATAAAGGTAAA-3′ 
Otsg13 
Ohno, 1970 AF393187 184-
296 
52 (GATA)30 
(TAGA)1 
F: 5′-TATGAACTGCAGCTTGTTATGTTAGT-3′ 
R: 5′-CATGTCGGCTGCTCAATGTA-3′ 
Otsg68 
   59  F: 5′-GGACAGGAGCGTCTGCTAAATGACTG-3′ 
R: 5′-GGATGGATTGATGAATGGGTGGG-3′ 
Otsg83 
Nelson and 
Beacham, 
1999 
  62  F: 5′-TGAACATGAGCTGTGTGAG-3′ 
R: 5′-ACGGACGTGCCAGTGAG-3′ 
Otsg100 
Beacham 
and  
Dempson, 
1998 
  62  F: 5′-AGGCTCTGGGCTCGTG-3′ 
R: 5′-TGATATGGTGTGATAGCTGG-3′ 
Otsg103 
     F: 5′-ACAGACCAGACCTCAACA-3′ 
R: 5′-ATAGAGACCTGAATCGGTA-3′ 
Otsg107 
Nelson and 
Beacham, 
1999 
  62  F: 5′-TCTGTTTATCTTTCTATTA-3′ 
R: 5′-AAGGAGAGACAGAGGG-3′ 
Otsg108 
Ohno, 1970 AF393192 192-
310 
52 (TAGA)19 
 
F: 5′-TCTCAGAGGGTAAAATCTCAGTAAG-3′ 
R: 5′-GTACAACCCCTCTCACCTACCC-3′ 
Otsg249 
Ohno, 1970 AF393196 116-
282 
52 (GA)9 
(TAGA)6- 
GGTA- 
( GATA)16 
F: 5′-GATGCCATTTGTGTCACCATCATT-3′ 
R: 5′-CATTCTCCTGCCTCACAGAGTTTA-3′ 
Otsg409 
Ohno, 1970 AF393199 122-
202 
52 (GATA)3 
-GGAT- 
( GATA)8 
F: 5′-TGAAAAGTAGGGGAAACACATACG-3′ 
R: 5′-TAAAGCCCATTGAATTGAATAGAA-3′ 
Otsg432 
Ohno, 1970 AF393200 155-
191 
52 (GATA)6 
 
F: 5′-TTAGCTTTGGACATTTTATCACAC-3′ 
R: 5′-CCAGAGCAGGGACCAGAAC-3′ 
Otsg474 
Poteaux  
et al., 1999 
U60220 124-
206 
55 (GT)43 F: 5′-AATCTCAAATCGATCAGAAG-3′ 
R: 5′-AGCTATTTCAGACATCACC-3′ 
Strutta12 
Poteaux 
 et al., 1999 
U60223 101-
177 
55 (GT)40 F: 5′-AACAATGACTTTCTCTGAC-3′ 
R: 5′-AAGGACTTGAAGGACGAC-3′ 
Strutta58 
O’Reilly  
et al., 1996 
U43693 143-
217 
58 GTGA(+GTP) F: 5′-TTATTATCCAAAGGGGTCAAAA-3′ 
R: 5′-GAGGTCGCTGGGGTTTACTAT-3′ 
Ssa171 
 BX9272291 187-
263 
59 GT F: 5′-AGATTTACCCAGCCAGGTAG-3′ 
R: 5′-CATAGTCTGAACAGGGACAG-3′ 
OmyFgt1
TUF 
 
 
 
 لودج9-9- رگزاغآ تاصخشم  رد هدافتسا دروم شوریلاوت یبای (Atabeyoglu, 2007) 
رگزاغآ يلاوت هاگیاج 
F: 5'− TGGCATTTGGTTCCTACTTCAGG −3' 
R: 5'− TGCGGAGACTTGCATGTGTAAGT −3' 
D-Loop F1 
12S1-H 
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 آن و پروفایل حرارتي 2ره ای پلیمرازسازی واکنش زنجیبهینه  -6-9
سپس با توجه به  و )4-1(جدول  شداستاندارد انجام  RCP ابتدا واکنش زنجره ای پلیمراز سازیبرای بهینه 
اول با دادن  در مرحله .)6002 ,lessuR dna koorbmaS( اقدام به تغییر شرایط گردید RCPمحصولات 
ی ریز ماهواره و با دادن غازگرهاآترین دمای اتصال هر کدام از بهسانتیگراد  درجه 55-56 حرارتی دامنه
 و به رشته الگو به دست آمدسانتیگراد بهترین دمای اتصال آغازگر توالی یابی  درجه 54-55دامنه حرارتی 
ژنومی،  AND، lCgM2غلظت  ،حذف شکستگی (اسمیر) در مرحله بعد جهت تظاهر خوب باندها و
شدند منتقل  4c°دمای  با یخچالداخل نمونه ها به  ،سازی گردید. پس از اتمام کار بهینه sPTNdو ها آغازگر
درصد برای سنجش کیفیت  3/5و  1آزمایشهای بعدی که شامل انتقال بر روی ژلهای آگارز انجام تا برای 
 در دسترس باشند.  است و توالی یابی ریز ماهوارهروشهای  RCPمحصول 
 RCPترمال سایکلر برای بهینه سازی شده به دستگاه  برنامه های داده -4-9جدول 
 مراحل
 سانتیگراد)درجه ( دما
 در روش ریز ماهواره
 سانتیگراد)درجه ( دما
 در روش توالي یابي
 تعداد چرخه )ثانیهزمان (
 3 183 43 43 واسرشته سازی اولیه
 واسرشته سازی
 الحاق
 بسط
 43
 )55-56(
 17
 43
 )54-55(
 17
 11
 11
 11
 
 11-51
 
 3 111 17 17 بسط نهایي
 
 تکثیر قطعه ژن هدف انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز و  -7-9
 ).4002 ,.la te yrevaL( جهت تکثیر قطعه ژن هدف از واکنش زنجیره ای پلیمراز استفاده شد
لار میلی مو 15با غلظت  lCgM2 ،شرکت سیناژن تهیه شده از 1پلیمراز ANDآنزیم تک : مواد مورد استفاده
 رمیلی مولا 13حاوی ( sPTNd ، شرکت سیناژناز  تهیه شده )X01( RCPبافر  شرکت سیناژن، تهیه شده از
تهیه شده از شرکت  )Hp= 7/5با  PTGdو  PTTd، PTAd، PTCd( از هر یک از نوکلئوتیدهای خالص
سرسمپلر،  رآیند دانش،های تکاپوزیست و فشرکتاز  تهیه شده و توالی یابی ریز ماهواره سیناژن، آغازگرهای
رک، دستمال  میلی لیتری استریل، 1/5و  1/1های بتیو، ژنومی استخراج شده AND، استریلآب مقطر 
 کاغذی، دستکش یک بار مصرف
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ساخت آلمان)،  etteprefsnarTمیکرولیتر (مدل  1/5-13یی با توانا نمونه بردارها: تجهیزات مورد استفاده
ساخت آلمان)  etteprefsnarTمیکرولیتر (مدل  13-113ساخت آلمان)،  frodneppEمیکرولیتر (مدل  1-11
شرکت  revlesQ -otuAمدل (سایکلر ال ترم، ساخت آلمان) frodneppE(مدل  میکرولیتر 113-1113و 
 )hcetoib atnauQ
 روش کار
ن ثبت نمونه روی آ هشمار میلی لیتری استریل انتخاب و 1/1 میکروتیوبیک  ANDبرای هر نمونه  -3
و توالی یابی بر  ریز ماهوارهبه تفکیک روشهای مشخص شده  با مقادیر 5-1 سپس ترکیبات جدول، گردید
 وده شد.افز هامیکروتیوببه روی یخ 
  مقدار مواد استفاده شده در واکنش زنجیره ای پلیمراز نوع و -5-9جدول 
 ماده غلظت مواد ریمیکرولیت 51مقدار برای واکنش  میکرولیتری 15مقدار برای واکنش 
 AND   gn 01-5  1/4  1/8
 esaremyloP AND qaT u 1 1/51 1/5
 sPTNd Mm 1.0  1/51  1/5
 lCgM2 Mm 5.1  1/57  3/5
 reffuB RCP X 1  1/5 5
 remirP drawroF Mn 2.1  3  1
 remirP esreveR Mn 2.1  3  1
 آب مقطر * 83/57 71/5
 رسانده شد. نهاییبه حجم  3قطر دو بار تقطیر* مواد فوق به وسیله ی آب م
  .شدند سانتریفیوژ ثانیه 13به مدت و  مخلوط یخوببه  نمونه بردارتوسط  هامیکروتیوب تویاتمح -1
پس از به  ) و برنامه دستگاه33-1داخل دستگاه ترمال سایکلر قرار گرفتند (شکل ها در سپس میکروتیوب -1
به نحوی تنظیم گردید تا حداقل باند اضافی را دارا  1ترین دمای اتصالمواد و به دست آمدن غلظت بهینه
 ).6-1 بوده و باند اصلی دارای وضوح کامل باشد (جدول
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 و توالی یابی ریز ماهواره روشهایمورد استفاده در  RCPبرنامه  -6-9جدول 
  سانتیگراد)درجه (دما  مراحل
 در روش ریز ماهواره
  سانتیگراد)درجه (دما 
 در روش توالي یابي
 زمان (ثانیه)
 در روش ریز ماهواره
 زمان (ثانیه)
 در روش توالي یابي
 تعداد چرخه
 3 ثانیه 183 ثانیه 183 53 43 واسرشته سازی اولیه
 11 ثانیه 11 ثانیه 11 43 43 واسرشته سازی
 11 ثانیه 54 ثانیه 54 84 15-16 الحاق
 11 ثانیه 54 ثانیه 11 17 17 بسط
 3 ثانیه 183 ثانیه 183 17 17 نهایيبسط 
 
تیوب به عنوان کنترل منفی در دستگاه میکروو نداشتن آلودگی، یک  RCPبرای اطمینان از درستی انجام  -4
لازم به ذکر البته  .الگو بود ANDبه غیر از  RCPداده شد که محتویات آن شامل مخلوط مواد لازم برای قرار 
 یابدتغییر می چرخه هاو تعداد  lCgM2ای مشاهده نشود مقدار نتیجه RCPد راست هرگاه در شرایط استاندا
 ).6002 ,lessuR dna koorbmaS(
 منتقل شدند. -11c° هر دو روش به فریزر RCPپس از اتمام کار، محصولات  -5
 
 دستگاه ترمال سایکلر  -32-9شکل 
 ي یابي و توال ریز ماهوارهروشهای  RCPمحصولات کیفي ارزیابي  -8-9
و توالی یابی به ترتیب از الکتروفورز افقی ژل  ریز ماهوارهروشهای  RCPجهت کنترل کیفیت محصولات 
میکرولیتر  6-7برای این منظور  و) 6002 ,llessuR dna koorbmaS( استفاده گردیددرصد  3/5و  1آگارز 
با دقت به داخل ستفاده از نمونه بردار میکرولیتر بافر سنگین کننده کاملاً مخلوط و با ا 1با  RCPاز محصول 
 05 reddaL ANDاز نشانگر  نیز در چاهک پایانیکهای مستطیلی شکل ژل تزریق گردید و هر یک از چاه
به عنوان شاخص برای تعیین اندازه قطعات حاصل استفاده شد. تانک الکتروفورز به منبع جریان برق  pb
و رسیدن  از اتمام الکتروفورز میلی آمپر تنظیم گردید. پس 54 ولت و 13متصل و دستگاه مولد برق بر روی 
دقیقه در ظرف محتوی محلول اتیدیوم بروماید و  5بافر سنگین کننده به انتهای ژل، ژل مورد نظر به مدت 
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تا قسمتهایی از ژل که به طور بعد از آن به مدت یک دقیقه در داخل ظرف محتوی آب مقطر قرار داده شد 
ژل مورد نظر توسط کاردک بر روی دستگاه رنگ گرفته اند رنگ زدایی شوند. در انتها  غیراختصاصی
هایی بر روی ژل به صورت باند ANDو قطعات قرار داده شد نانومتر  451-131با طول موج مستندساز ژل 
از AND و ذخیره گردید. بدین ترتیب کیفیت ثبت  ffiTتصویر ژل فریز و با فرمت  مشاهده شدند سپس
-. حال میمورد ارزیابی قرار گرفت ANDو تا حدودی کمیت  لحاظ خلوص، آلودگی پروتئینی و شکستگی
و عدم تشکیل باندهای غیر اختصاصی مطمئن شد در غیر این صورت  RCPتوان از مطلوب بودن واکنش 
از روشهای  واکنش باید مجدداً بهینه و تکرار گردد. در روش توالی یابی در صورت نیاز همچنین می توان
حاضر نمونه های ارسالی به خارج از کشور بعد از  استفاده کرد که در مطالعه RCPتخلیص محصولات 
 خالص سازی توالی یابی شدند.
 روش ریز ماهواره  RCP تمحصولاعمودی الکتروفورز  -3-9
 تمحصولاکیفی پس از ارزیابی برابر ژل آگارز است  111-111از آنجایی که حساسیت ژل پلی اکریل آمید 
مقایسه با طریق  قطعات حاصل از اندازه %1الکتروفورز ژل آگارز  با استفاده از ریز ماهوارهروش  RCP
 دست آمده و روش رنگ آمیزی نیترات نقره ب %6آمید آکریلبر روی ژل پلی pb 05 reddaL AND نشانگر
  .)6002 ,lessuR dna koorbmaS(
اسید نیتریک تهیه شده از شرکت سیناژن، نیترات نقره تهیه شده از  ،لاستریآب مقطر : مواد مورد نیاز
 ، ورق پلاستیکی، kcreM)، فرمالدئید ساخت شرکت HBaN4شرکت سیناژن، سود، کربنات سدیم (
آمونیوم ، X01 EBT ،X1 EBT ، تهیه شده از شرکت سیناژن %11 اکریل آمید تکثیر شده، ژنومیAND
بافر سنگین ، kcreMساخت شرکت  1آمیدتترا متیل اتیلن دی  ،شرکت سیناژن تهیه شده از %13 3پرسولفات
، دستکش یک بار ، سرسمپلرesatnemreF IBMساخت شرکت  pb 05 reddaL ANDنشانگر ، کننده
 مصرف
ژل، همزن  ، شانهساخت آلمان) etteprefsnarT(مدل  1/5-13یی با تواناسمپلر بشر، تجهیزات مورد نیاز: 
ساخت شرکت  213 MG، ترازوی دیجیتال (مدل )atleDساخت شرکت  0004 SHدل مغناطیسی (م
ساز دستگاه مستند)، ساخت شرکت مهندسی اختریان 2001 STSVالکتروفورز عمودی (مدل )، suirotraS
 )فرانسه tamruoL rebliVساخت شرکت  XM62/0001 -tnirP -coD ژل (مدل
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  روش کار
شسته و تمیز گردید. برای ایجاد فضا در بین صفحات شیشه ای از شیشه های الکتروفورز عمودی  -3
گیره محکم شد. جهت بستن درزهای پایین و طرفین شیشه ها نیز از آگار استفاده از با  واستفاده  recapS
  ).11-1داغ استفاده شد (شکل 
 میکرولیتر 4433،  X01 EBTمیلی لیتر 13 ،%11کریل آمید امیلی لیتر  81میلی لیتر آب مقطر،  313سپس  -1
در فضای  در یک بشر ترکیب و بعد از هم زدن میکرولیتر تترا متیل اتیلن دی آمید 843 ،آمونیوم پر سولفات
در محل خود قرار بلافاصله  ژل و شانه ریخته شدبین دو شیشه که از طرفین و قسمت پایین مسدود بود 
 . )31-1 ها ایجاد نشود (شکلدر چاهک به طوری که حبابی گرفت
شانه مدت  بعد از این می باشد.دقیقه  11حدود پلی اکریل آمید مدت زمان لازم برای پلیمریزه شدن ژل  -1
شستشو (بافر الکترود)  X1 EBT  بافراستفاده از با و چاهکها  به آرامی از قسمت بالایی ژل خارج گردید
  شود. خارجشد تا باقیمانده اکریل آمید از فضای بین چاهکها  داده
تکثیر شده اضافه و  ANDهای واجد ر بافر سنگین کننده به میکروتیوبمقدار دو میکرولیت در این مرحله -4
در به ترتیب محتویات هر میکروتیوب از میکرولیتر  5مقدار سپس به مدت چند ثانیه سمپلر گردید. 
  .ریخته شد غیر دناتوره %6ژل پلی اکریل آمید  ی ایجاد شده بر رویهاچاهک
ی تعیین اندازه آللی استفاده عنوان شاخص برابه   pb 05 reddaL ANDنشانگراز در چاهک پایانی ژل  -5
جایگاه های ریز ماهواره ای،  یا عدم وجود جهش در محلهای ویژه از آنجایی که وجود. )11-1(شکل شد 
 ANDبین باندهای می شود و تفاوت  RCPبا وزن مولکولی متفاوت از محصول  ANDسبب ایجاد قطعات 
 نشانگر مذکورهای مختلف می گردد در این تحقیق از ولکولی نیز منجر به تولید ژنوتیپو اختلاف در وزن م
نشانگرها چیزی نیستند جز ها استفاده شد. این شناسایی ژنوتیپو  RCPجهت تخمین وزن مولکولی باندهای 
متعدد با وزن مولکولی مشخص برش داده توسط آنزیم های مختلف به قطعات های خاص که ژنوم باکتری
  .شده اند
طوری که  به گرفتقرار ورز عمودی دستگاه الکتروف X1 EBT بافرستون عمودی بین دو مخزن در  ژل -6
خنک کننده که مخزن آن با آب مقطر و یخ پر شده دستگاه تنها راه ارتباط بین این دو بافر از طریق ژل بود و 
 181ولتاژ  ومیلی آمپر  15مد  ویر آن بر شن نمودن دستگاه و تنظیم مولد برقبا روبود فعال شد. سپس 
قطب مثبت به مخزن بالا و قطب منفی به مخزن پایین وصل شد که این امر باعث برقراری جریان از ، ولت
شد. در این مسیر  هاسمت مخزن بالا به سمت مخزن پایین و حرکت نمونه های لود شده در چاهک
تکثیر شده بر اساس وزن  AND قطعات پذیرفت وانجام ساعت  1-4حدود ها در مدت نمونهالکتروفوز 
 ).6991 ,imezakruoP( گردیدندطول ژل از هم تفکیک  درخود  لکولیوم
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استفاده از آب مقطر از فضای بین دو شیشه به داخل سینی رنگ آمیزی با  شده الکتروفورزژل  سپس -7
) رنگ 1991 ,.la te massaBنیترات نقره (با استفاده از روش  ANDهای شدن باندجهت نمایان منتقل و 
 بار در شرایط یکسان تکرار گردید. 1-4و برای اطمینان از تکرارپذیری نوارها آزمایش  گردید آمیزی
                                                                       
 چاهکهای ایجاد شده در ژل پلی اکریل آمید  -21-9شکل                                      شیشه ها  مسدود ساختن درزهای -11-9شکل 
 
                            )moc.oibcifitneicsomreht.www//:ptth( pb 05 reddaL ANDنشانگر   -11-9شکل 
 ات نقره با استفاده از روش نیتر %6رنگ آمیزی ژل پلي اکریل آمید  -12-9
 جهت رنگ آمیزی ژل پلی اکریل آمید سه نوع محلول به صورت زیر تهیه و مورد استفاده قرار گرفت:
آب مقطر  ) +درصد 1/3( 3نیترات نقره ) +%3نیتریک ( اسید) + %5اتانول (الکل ): Aمحلول ثبوت اولیه ( -3
 استریل 
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 میلی لیتر 15 :اتانولالکل 
 میلی لیتر 13 :نیتریک اسید
 گرم : یکیترات نقرهن
 میلی لیتر 143استریل:  آب مقطر
) + آب درصد 1/4) + فرمالدئید (درصد 1/56( 1)، کربنات سدیمدرصد 3/1( 3سود :*)Bمحلول ظهور ( -1
 مقطر استریل 
 گرم 13سود: 
 گرم 6/5کربنات سدیم: 
 میلی لیتر 4 :فرمالدئید
 میلی لیتر 633آب مقطر استریل: 
ابتدا هیدروکسید سدیم در آب مقطر استریل حل و  1محلول شماره  که جهت تهیهلازم به ذکر است * 
 سپس مواد دیگر بر روی آنها ریخته شد. 
 ) + آب مقطر استریل %3) + اسید نیتریک (%5الکل اتانل ( ):Cمحلول ثبوت نهایی ( -1
 میلی لیتر 15الکل اتانول: 
 میلی لیتر 13اسید نیتریک: 
 میلی لیتر 143آب مقطر استریل: 
 روش رنگ آمیزی
دقیقه در داخل سینی محتوی محلول  1بار و در هر بار به مدت  دوعمودی ژل پس از اتمام الکتروفورز  -3
ثانیه با استفاده از آب  13از آن به مدت  ) و پس11-1بر روی شیکر قرار گرفت (شکل  )Aثبوت اولیه (
 مقطر استریل شستشو داده شد. 
) بر Bل رنگ آمیزی شده تا مرحله ظهور باندها در داخل سینی محتوی محلول ظهور (در این مرحله ژ -1
پایان این مدت دو بار و هر بار به مدت یک دقیقه با استفاده از  در) و 41-1روی شیکر قرار گرفت (شکل 
  آب مقطر استریل شستشو داده شد.
در رت نوارهای تیره رنگی دیده شوند یا تا زمانی که باندها به صودقیقه  1-1برای مدت سپس ژل  -1
) قرار گرفت تا رنگ ژل ثابت شود و بعد از آن ژل رنگ آمیزی شده با استفاده از Cثبوت نهایی ( محلول
 . گردید و پرس ورق پلاستیکی مخصوص بسته بندی
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ساخت شرکت  XM62/0001 -tnirP -coDدستگاه مستند ساز ژل (مدل توسط تصویر ژل مورد نظر  -4
  .) ثبت و ذخیره گردیدفرانسه tamruoL rebliV
                                                
 ژل پلی اکریل آمید غوطه ور در محلول ظهور -41-9شکل              ژل پلی اکریل آمید غوطه ور در محلول ثبوت اولیه -91-9شکل 
 و امتیازدهي باندها رهریز ماهواروش  RCP تسنجش وزن مولکولي محصولا -22-9
وزن مولکولی باندهای  ،ساز ژللی اکریل آمید توسط دستگاه مستندپس از ثبت و ذخیره شدن تصاویر ژل پ
ها با استفاده از نرم افزار ن انواع آنها و نیز تعیین ژنوتیپها و تعییآلل تعداد و اندازه ، محاسبهRCPمحصول 
یگوستی و مشاهده اهر ژنوتیپ وجود یک باند به منزله هموز در انجام پذیرفت و 0.51 .reV tpaC -otohP
 یگوسیتی منظور گردید.ادو باند، به منزله هتروز
  ANDtm مولکول pooL -D ناحیه ژن RCP تتوالي یابي محصولا -12-9
با استفاده از ژل آگارز  روش توالی یابی RCPپس از انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز و ارزیابی محصولات 
با های خالص مربوط به هر نمونه (با کیفیت بالا که فقط دارای باند اختصاصی باشد)  AND، درصد 3/5
میلی  3/5 هایمیکروتیوب به دروننانومول  11میکرولیتر و غلظت  14حجم  باباندهای قوی و بدون آلودگی 
ند و در آنها با استفاده ل گردیدمنتق بودنوشته شده آنها  در و بدنهبر روی  ها نمونه جداگانه که شماره لیتری
پیکومول به ازای  13میکرولیتر و غلظت  13نیز با حجم  )pooL -Dیکی از آغازگرها (. از پارافیلم بسته شد
میلی لیتری دیگری منتقل، در آن با پارافیلم بسته و به همراه جدول  3/5هر خوانش به میکروتیوب 
آغازگر، نوع  ، اندازهAND، غلظت AND، حجم ANDمشخصات نمونه ها (نام آغازگر، روش تخلیص 
ماهی آزاد دریای خزر توسط شرکت تکاپوزیست به  ANDواکنش و نام نمونه) برای توالی یابی نمونه های 
روش خاتمه یابی زنجیره  با استفاده ازتوالی یابی . ندشد کشور کره جنوبی ارسال reenoiBشرکت 
 انجام گردید rezylanA ecneuqeS ANDو توسط دستگاه  )0002 ,.la te nosrehP( ان)(سانجرکولس
با  pooL -Dجفت باز ژن  115-157داده های به دست آمده از توالی یابی قطعه ). 61-1و  51-1 های(شکل
  استفاده از بسته های نرم افزاری مطالعات ژنتیکی آنالیز شدند.
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 )gro.hnma.hcraeser//:ptth( rezylanA ecneuqeS ANDدستگاه  -61-9شکل  ) 3002 ,tumleH( nosluoC regnaSروش  -51-9شکل 
 پردازش داده ها -92-9
جهت امتیازدهی باندهای  ،lecxEبرای ورود داده ها و ردیف کردن باندها از نرم افزار  ریز ماهوارهدر روش 
جایگاههای پلی مورف و درصد آنها، الگوی باندی تشکیل شده برای  تعداد ، محاسبه تعداد باندها،AND
آللهای اختصاصی، فراوانی آللی، تعداد برای هر جایگاه،  3گونه مورد مطالعه، تعداد آلل واقعی و آلل مؤثر
poP eneG4 از نرم افزار  )I( شاخص شانونو  1و هتروزایگوسیتی مورد انتظار 1هتروزایگوسیتی مشاهده شده
(تمایز ژنتیکی زیر جمعیتهای درون جمعیت   FTSبرای محاسبه مقادیر  ) و heY,.la te 9991( reV .13.1 
جمعیتهای مورد  )6(تمایز زیر جمعیتها بر اساس مدل جهش پله ای RTS) و 5کل بر طبق مدل آللی بی نهایت
 ,ieN( بر اساس 3تیکیژن و فاصله 8، ماتریس شباهت ژنتیکی7آنالیز واریانس مولکولی بر اساسمطالعه 
neGeAxel  از نرم افزار  χ2آزمون اساس بر واینبرگ -و تعادل هاردی )NM( جریان ژنی، )8791 ,2791
 .) استفاده شد5002 ,esuomS dna llakaeP( 14.6 .reV
 نرم )7991 ,.la te nospmohT( X -latsulCزیستی از برنامه های جهت تصحیح توالی در روش توالی یابی،
ها و جایگاههای پلی مورفیسم، تنوع هاپلوتایپ جهت محاسبه)، 9991 ,llaH( 0.3.1.7 .reV tidE -oiBر افزا
 ، گوناگونی و فراوانی7891 ,ieN) درون نواحی بر اساس معیار πنوکلئوتیدی (تنوع ) و hهاپلوتایپی (
، نوترکیبی، تعیین انه هارودخو واگرایی بین  )NMژنتیکی، جریان ژنی ( هاپلوتایپی میان جمعیتها، فاصله
 ageMتبدیل داده ها به فرمت و  )3991 ,amijaT( tseT -D s’amijaTآزمون  بر اساسدرجه خویشاوندی 
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محاسبات اندازه گیری تنوع  ، برای انجام)5002 ,.la te reiffocxE( 2.1.5.3 .reV niuqelrAاز نرم افزار 
جهت ، )oRzsa la te.3002 ,(  ANDPS3 Vre. .510.01درون و بین جمعیتها از نرم افزار  ANDهای توالی
برای  ،)3791 ,arumiK( retemarap-2 arumiKژنتیکی بین نمونه ها با استفاده از آنالیز  محاسبه فاصله
 te arumaTمورد مطالعه ( رودخانه هایمحاسبه میانگین اختلاف جفت نوکلئوتیدی داخل و بین نمونه های 
  gninioJ robhgieNو  ynomisraP mumixaMدرخت فیلوژنی به روشهای ) و برای رسم 7002 ,.la
 ) استفاده شد. arumaT,.la te 7002( ageM2 0.4 .reV) از نرم افزار  heY ,.la te9991(
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 استخراج شده های  AND ارزیابي کیفیت -2-4
، وجود ANDنظر وضوح باندها، شدت بانددهی، شکستگی و یا عدم شکستگی استخراجی از  ANDکیفیت 
و رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید بررسی  %2توسط الکتروفورز افقی ژل آگارز  ANRهای پروتئینی و یا آلودگی
های استخراج شده از کیفیت  ANDنشان داد که  شد و مشاهده شفافیت، قوت و شدت باندهای تولید شده
 ANRآلودگی به ، فاقد آلودگی پروتئینیبوده و برخوردار  RCPبرای استفاده در آزمایشهای  ناسبیمو کمیت 
 wMcoD -IVUساز ژل با برنامه نرم افزاری یی که توسط دستگاه مستندمی باشند. کیفیت باندهاو شکستگی 
 نشان داده شده است. 3-4مشاهده شدند در شکل  40.99 .reV
 
  استات آمونیوماستخراج شده به روش های  AND رزیابیا -2-4شکل 
 استخراج شده های  ANDارزیابي کمیت  -1-4
 و 161 های در طول موجدستگاه اسپکتروفتومتر  به وسیلههای استخراج شده  ANDنوری  میزان جذب
جذب به دست آمد یعنی  3/8-1بین  ANDو این نسبت در کل نمونه های  محاسبه گردیدنانومتر  181
همچنین . ها از کیفیت مناسبی برخوردار می باشند ANDتوسط اسید نوکلئیک صورت گرفته و  عمدتاً
بود که پس از  15-113 lm/gnبر اساس فرمول محاسبه شده بین  نمونه ها در کلاستخراجی  ANDغلظت 
  مورد استفاده قرار گرفت. 15 lm/gn ، در غلظتANDرقیق سازی و همسان سازی غلظت 
 واکنش زنجیره ای پلیمراز تمحصولاکیفیت  ارزیابي -9-4
درصد  3/5و  1های آگارز و توالی یابی به ترتیب بر روی ژل ریز ماهوارهروشهای  RCP تکیفیت محصولا
 ). 1-4و  1-4(شکلهای  ندمورد ارزیابی قرار گرفت
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 یابیروش توالی  RCP تارزیابی محصولا -9-4شکل                               ریز ماهواره روش RCP تارزیابی محصولا -1-4شکل 
 ریز ماهوارهتنوع ژنتیکي ماهي آزاد دریای خزر با استفاده از روش  مطالعهنتایج  -4-4
 ریز ماهواره جایگاه های  RCPمحصولات الکتروفورز عمودی  -2-4-4
مورد استفاده در مطالعه تنوع ژنتیکی  ریز ماهوارهجفت آغازگر  63  یمرازپس از انجام واکنش زنجیره ای پل
و ارزیابی محصولات  نمونه) 11( و کرگانرود نمونه) 11( چشمه کیله هی آزاد دریای خزر در دو رودخانهما
 gstO، 38 gstOجفت از آغازگرها ( 5، %6پلی اکریل آمید ژل الکتروفورز عمودی آنها با استفاده از  RCP
-4تا  4-4(شکلهای  تولید نمودند AND) باندهای پلی مورفیک 171 asSو  942 gstO، 701 gstO، 001
) fymOو  85 atturtS، 474 gstO، 801 gstO، 86 gstO، 31 gstO، 3 gstOجفت از آغازگرها ( 7 ،)8
جفت از  4 د ودن در بررسی جمعیت استفاده نشدنتولید نمودند اما به دلیل مونومورف بو AND هایباند
هیچ باندی ایجاد  RCP) نیز در شرایط مختلف 21 atturtSو  234 gstO، 904 gstO، 301 gstOآغازگرها (
 با محدوده 38 gstO) در جایگاه 33( مشاهده شدهبیشترین تعداد آلل رفیک، جایگاه پلی مو 5در  نکردند.
مشاهده شد.  633-413باندی  محدوده با 001 gstO) در جایگاه 1آن (تعداد و کمترین  813-811باندی 
 .)3-4(جدول  سانتیگراد بود درجه 15-16بهترین درجه حرارت برای پهلوگیری آغازگرها بین همچنین 
 
 )71مارکر مولکولی (ستون ) و 3-61(ستونهای  38 gstOآغازگر  باندی الگوی -4-4شکل 
 
 )71مارکر مولکولی (ستون  ) و3-61(ستونهای  001 gstOالگوی باندی آغازگر  -5-4شکل 
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 )71مارکر مولکولی (ستون ) و 3-61(ستونهای  701 gstOالگوی باندی آغازگر  -6-4شکل 
 
 )71مارکر مولکولی (ستون ) و 3-61(ستونهای  942 gstOالگوی باندی آغازگر  -7-4شکل 
 
 )71تون مارکر مولکولی (س) و 3-61(ستونهای  171 asSالگوی باندی آغازگر  -8-4شکل 
  محدوده باندی، دمای اتصال و تعداد آللهای مشاهده شده در جایگاه های پلی مورفیک ماهی آزاد دریای خزر -2-4جدول 
 تعداد آلل مشاهده شده )c°دمای اتصال ( )pb( محدوده باندی نام جایگاه ردیف
 33 16 813-811 38 gstO 2
 1 15 633-413 001 gstO 1
 33 55 633-131 701 gstO 9
 13 16 173-611 942 gstO 4
 6 16 411-441 171 asS 5
 
 های اختصاصي و فراواني آنهاتعداد آلل -1-4-4
. مشاهده شد کرگانرود رودخانهدر  )11( بیشترین تعداد آلل اختصاصیبر اساس داده های فراوانی آللی 
درصد  1/33و  1/11د به ترتیب همچنین میانگین فراوانی آللها در رودخانه های چشمه کیله و کرگانرو
جایگاه  در) درصد 1/11و کمترین آن ( 701 gstOجایگاه  در) درصد 1/83و بیشترین فراوانی آللی (محاسبه 
  ).1-4(جدول مشاهده شد رودخانه چشمه کیله  171 asS
 133
 آزاد دریای خزر ماهی  یکپلی مورفهای جایگاه در و فراوانی آللی  ، محدوده باندیآللهای اختصاصی -1-4جدول 
 فراواني آللي های اختصاصيآلل جایگاه رودخانه
 چشمه کیله
 38 gstO
 1/41 663
 1/31 673
 1/61 483
 1/53 133
 1/53 411
 1/71 813
 1/61 131
 1/33 111
 1/41 811
 1/18 413 001 gstO
 1/83 633 701 gstO
 1/41 611 942 gstO
 1/11 441 171 asS
 کرگانرود
 38 gstO
 1/33 813
 1/81 633
 1/81 113
 1/53 413
 1/61 813
 1/61 113
 1/53 613
 1/61 443
 1/53 153
 1/31 633 001 gstO
 701 gstO
 1/41 811
 1/41 631
 1/41 111
 433
 1/33 611
 1/73 441
 1/11 741
 1/13 651
 1/31 181
 1/31 131
 942 gstO
 1/71 133
 1/61 631
 171 asS
 1/11 411
 1/61 611
 
 )NE) و مؤثر (NAآلل واقعي (تعداد  -9-4-4
و در  1/78±3/64و  5/16±3/18چشمه کیله به ترتیب  آللهای واقعی و مؤثر در رودخانهتعداد میانگین 
میانگین آللهای واقعی و مؤثر در . شد سبهمحا 5/84±3/11و  7/16±3/57کرگانرود به ترتیب  رودخانه
و  6/16±3/41مورد مطالعه به ترتیب  رودخانه هایجایگاه های پلی مورفیک ماهی آزاد دریای خزر در 
و 942 gstO در جایگاه  7/76±1/81و  13/15±1/15به ترتیب آنها بیشترین میانگین و محاسبه  4/76±1/73
آلل  . دامنهمشاهده شد 001 gstOدر جایگاه  3/41±1/43و  1/11±1/11یب تکمترین میانگین آنها به تر
جایگاه و بیشترین تعداد آن در  1-33بین  مورد مطالعه رودخانه هایدر جایگاه های پلی مورفیک  واقعی
 gstOچشمه کیله و  رودخانه 001 gstOدر جایگاه های کرگانرود و کمترین تعداد آن  رودخانه 942 gstO
مورد مطالعه  رودخانه هایدر جایگاه های پلی مورفیک آلل مؤثر  مشاهده شد. دامنه گانرودکر رودخانه 701
در جایگاه کرگانرود و کمترین تعداد آن  رودخانه 942 gstOدر جایگاه و بیشترین تعداد آن  3/41-7/57بین 
تمام جایگاه ها و در رودخانه های مورد مطالعه همچنین در چشمه کیله مشاهده شد.  رودخانه 701 gstO
 ).1-4کمتر بود (جدول  آلل واقعیتعداد از آلل مورد انتظار تعداد 
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  ماهی آزاد دریای خزردر جایگاه های پلی مورفیک آللهای واقعی و مؤثر  تعداد -9-4جدول 
 کل 171 asS 942 gstO 701 gstO 001 gstO 38 gstO متغیر رودخانه
 چشمه کیله
 5/16±2/98 4 13 1 1 13 NA
 9/78±2/64 3/63 7/35 3/41 3/84 7/31 NE
 کرگانرود
 7/16±2/57 5 33 13 1 13 NA
 5/84±2/19 1/35 7/57 7/53 3/11 7/86 NE
 کل
 6/16±2/41 4/15±1/15 12/15±1/15 6/11±4/11 1/11±1/11 12/11±1/11 NA
 4/76 ± 1/73 1/87 ± 1/28 7/76 ± 1/81 4/31 ± 9/51 2/49 ± 1/42 7/34 ± 1/11 NE
 
 میزان تنوع ژنتیکي -4-4-4
چشمه کیله به ترتیب  ) در رودخانهHE) و مورد انتظار (HOمیانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده (
 شد.به محاس 1/17±1/13و  1/15±1/33کرگانرود به ترتیب  و در رودخانه 1/15±1/63و  1/44±1/53
مورد مطالعه  رودخانه هایدر جایگاه های پلی مورفیک  میانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار
 1/78±1/11و  1/17±1/13به ترتیب آنها بیشترین میانگین  ومحاسبه  1/36±1/13و  1/74±1/31به ترتیب 
در  1/51±1/81و  1/83±1/11و کمترین میانگین آنها به ترتیب 942 gstO  و 38 gstOدر جایگاه های 
رودخانه هتروزایگوسیتی مشاهده شده در جایگاه های پلی مورفیک  دامنه. مشاهده شد 001 gstOجایگاه 
 701 gstOو  38 gstOدر جایگاه های آن  میزانین و کمترین و بیشتر 1/41-1/58بین  مورد مطالعه های
رودخانه هتروزایگوسیتی مورد انتظار در جایگاه های پلی مورفیک  . دامنهمشاهده شدچشمه کیله  رودخانه
کرگانرود و کمترین  رودخانه 942 gstOدر جایگاه  آن میزانو بیشترین  1/41-1/78بین  ورد مطالعهم های
محاسبه ضریب افت همچنین  مشاهده شد.چشمه کیله  رودخانه 701 gstOدر جایگاه آن  میزان
 gstO گاهجای و در تمام جایگاه ها به استثنای رودخانه های مورد مطالعههتروزایگوسیتی نشان داد که در 
، هتروزایگوسیتی مورد انتظار از کرگانرود رودخانه 001 gstOچشمه کیله و جایگاه  ی رودخانه 701
 ).4-4(جدول  بودهتروزایگوسیتی مشاهده شده بیشتر 
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 ماهی آزاد دریای خزر در جایگاه های پلی مورفیک مقادیر هتروزاایگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار  -4-4جدول 
 کل 171 asS 942 gstO 701 gstO 001 gstO 38 gstO متغیر ودخانهر
 چشمه کیله
 1/44±1/52 1/34 1/17 1/41 1/83 1/58 HO
 1/15±1/62 1/34 1/78 1/41 1/11 1/68 HE
 کرگانرود
 1/15±1/22 1/11 1/15 1/18 1/83 1/36 HO
 1/17±1/92 1/17 1/78 1/68 1/73 1/78 HE
 کل
 1/74±1/31 1/79±1/41 1/26±1/31 1/41 1/82±1/11 1/97±1/12 HO
 1/26±1/12 1/26±1/12 1/78±1/11 1/41 1/51±1/81 1/78±1/11 HE
 
 شانون شاخص -5-4-4
 3/16±1/61و  3/43±1/14) در رودخانه های چشمه کیله و کرگانرود به ترتیب Iمیانگین شاخص شانون (
 رودخانه هایپلی مورفیک ماهی آزاد دریای خزر در میانگین شاخص شانون در جایگاه های  محاسبه شد.
و کمترین  942 gstO) در جایگاه 1/63±1/11( آنمحاسبه و بیشترین میانگین  3/31±1/71مورد مطالعه 
) در 1/33. بیشترین مقدار شاخص شانون (مشاهده شد 001 gstOدر جایگاه ) 1/34±1/13( میانگین آن
چشمه کیله  رودخانه 701 gstO) در جایگاه 1/31و کمترین مقدار آن ( کرگانرود رودخانه 942 gstOجایگاه 
نسبت به سایر جایگاه ها می باشد  942 gstOکرگانرود و جایگاه  که بیانگر تنوع بالاتر رودخانه مشاهده شد
 ).5-4(جدول 
 ماهی آزاد دریای خزر در جایگاه های پلی مورفیک شاخص شانون مقادیر  -5-4جدول 
 جایگاه
 دخانهرو
 کل 171 asS 942 gstO 701 gstO 001 gstO 38 gstO
 2/42±1/14 1/48 1/13 1/31 1/15 1/13 چشمه کیله
 2/96±1/69 3/34 1/33 1/33 1/31 1/43 کرگانرود
 2/39±1/71 2/12±1/81 1/62±1/91 2/12±2/21 1/24±1/12 1/42±1/21 کل
 
 واینبرگ -تعادل هاردی -6-4-4
رودخانه چشمه کیله  942 gstOو  701 gstO، 38 gstOبه جز جایگاه های نشان داد  یآزمون مربع کانتایج 
ی واینبرگ قرار داشتند در سایر جایگاه ها -که در تعادل هاردی رودخانه کرگانرود 001 gstOو جایگاه 
 .)6-4(جدول  )100.0<P( واینبرگ مشاهده شد -عادل هاردیانحراف از ت مورد مطالعه رودخانه های
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 ماهی آزاد دریای خزر در جایگاه های پلی مورفیک واینبرگ  -تعادل هاردی -6-4جدول 
 171 asS 942 gstO 701 gstO 001 gstO 38 gstO متغیر رودخانه
 چشمه کیله
 6 54 3 3 54 درجه آزادی
 71/876 45/588 1/131 4/173 34/411 آزمون مربع کای
 1/311 1/843 1/113 1/611 1/146 احتمال
 *** sn sn * sn معني دار بودن
 کرگانرود
 13 55 54 3 54 درجه آزادی
 15/581 33/366 17/775 1/381 47/185 آزمون مربع کای
 1/311 1/311 1/611 1/635 1/411 احتمال
 *** *** ** sn ** معني دار بودن
 )100.0 <P، ***: 10.0 <P، **: 50.0 <P: اختلاف معنی دار نیست، *: sn(
 و جریان ژنيژنتیکي  تمایز -7-4-4
 NMبا  1/11بین رودخانه های مورد مطالعه (شاخص تمایز ژنتیکی)  FTSمیزان  AVOMAبر اساس آزمون 
 NM و FTSمیانگین  .)10.0 <P( بود 1/51با جریان ژنی  1/11نیز  RTSو میزان  1/15(شاخص جریان ژنی) 
) 1/41±1/13مورد مطالعه به ترتیب ( رودخانه هایی خزر در در جایگاه های پلی مورفیک ماهی آزاد دریا
) در جایگاه 1/11جریان ژنی ( میزان) و کمترین 1/54( FTSو بیشترین مقدار  شد ) محاسبه4/11±1/13و (
 942 gstO) در جایگاه 63/51جریان ژنی ( میزان) و بیشترین 1/31( FTSو کمترین مقدار  001 gstO
 ).7-4(جدول مشاهده شد 
  ماهی آزاد دریای خزردر جایگاه های پلی مورفیک ژنتیکی و جریان ژنی  تمایز -7-4جدول 
 NM FTS جایگاه
 1/61 1/71 38 gstO
 1/11 1/45 001 gstO
 1/34 1/81 701 gstO
 63/51 1/31 942 gstO
 3/13 1/83 171 asS
 4/91±9/21 1/41±1/12 کل
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 فاصله و شباهت ژنتیکي -8-4-4
رودخانه های چشمه کیله و کرگانرود به ترتیب  در فاصله و شباهت ژنتیکی ماهیان آزاد دریای خزرمیزان 
 محاسبه شد. 1/11و  1/53
 افراد  درونو  بین و درون جمعیتها و تنوع ژنتیکي بین -3-4-4
کی درون میزان تنوع ژنتیدر رودخانه های مورد مطالعه بر اساس نتایج حاصل از آنالیز واریانس مولکولی 
حاصل از آنالیز واریانس مولکولی  FTSبر اساس نتایج )، 3-4) (شکل %14) و بین جمعیتها (%85ا (جمعیته
بر اساس ) و 13-4(شکل ) %33بین افراد (و  )%11)، بین جمعیتها (%34میزان تنوع ژنتیکی درون افراد (
) و %11)، بین جمعیتها (%16ن افراد (حاصل از آنالیز واریانس مولکولی میزان تنوع ژنتیکی بی RTSنتایج 
). به طور کلی نتایج حاصل از آنالیز واریانس مولکولی نشان 33-4(شکل محاسبه شد ) %7درون جمعیتها (
فراد در رودخانه های چشمه کیله و بین و درون او درون جمعیتها و داد که اختلاف تنوع ژنتیکی بین 
 ).10.0<Pکرگانرود معنی دار بود (
 
 و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر  درونتنوع ژنتیکی  -3-4 شکل
 
 و بین افراد و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر  درونتنوع ژنتیکی  -12-4شکل 
 
 و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر درونتنوع ژنتیکی بین افراد،  -22-4شکل 
 933
 نمودار سنجش ژنتیکي جفت جمعیتها -12-4-4
های ماهی آزاد دریای خزر مهاجر به رودخانه های جمعیتها توانست جمعیتجفت سنجش ژنتیکی  نمودار
 شکل چشمه کیله در استان مازندران و کرگانرود در استان گیلان را به طور کامل از یکدیگر تفکیک نماید (
  ).13-4
 
 جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر سنجش ژنتیکی جفت  -12-4شکل 
  2تجزیه به مؤلفه های اصليلیز آنا -22-4-4
آزاد دریای خزر مهاجر به رودخانه های چشمه کیله و  انماهیتجزیه به مؤلفه های اصلی توانست  آنالیز
  ).13-4تفکیک نماید (شکل کرگانرود را به طور کامل از یکدیگر 
 
 
 ژنتیکی جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر درجه تفکیک  -92-4شکل 
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 توالي یابي روش تنوع ژنتیکي ماهي آزاد دریای خزر با استفاده از  مطالعهنتایج  -5-4
 ها فراواني هاپلوتایپ -2-5-4
جفت  456 و ویرایش شدن شاملماهی آزاد دریای خزر پس از ردیف  pooL -D ناحیه  ANDtmهای توالی
های چالوس، سردآبرود و مشاهده شد. رودخانه مختلف هاپلوتایپ  51ها در مجموع باز بود. از میان توالی
های مشاهده از مجموع هاپلوتایپ. عدد جایگاه پلی مورفیک بودند 141و  111، 351 دارای آستارا به ترتیب
 در رودخانه هاپلوتایپ 13در رودخانه سردآبرود و  هاپلوتایپ 33چالوس،  در رودخانه هاپلوتایپ 43شده 
 عدد 1. صاصی بوده و در رودخانه های دیگر دیده نشدندهاپلوتایپهای هر رودخانه اختآستارا مشاهده شد. 
رودخانه آستارا جهت  1و  سردآبرود رودخانه 1چالوس،  رودخانه 6های به هاپلوتایپ مربوط AND توالی
و به  ثبت شدند، در این پایگاه 3های ثبت شده در بانک جهانی ژنهمخوانی یا اختلاف با سایر توالیبررسی 
همچنین نسبت  .مورد پذیرش قرار گرفتند 727510FKو  720199CK، 820199CKترتیب با کدهای 
درصد  1/13و  1/31، 1/71فراوانی هر هاپلوتایپ در رودخانه های چالوس، سردآبرود و آستارا به ترتیب 
 .)50.0<P(بودند اختلاف معنی دار دارای فراوانی هاپلوتایپی رودخانه های مورد مطالعه از نظر  و بود
 و مورد انتظار  تعداد آلل مشاهده شده و هتروزایگوسیتي مشاهده شدهمیانگین  -1-5-4
بیشترین ، آستارا ) در رودخانه13) در رودخانه چالوس و کمترین تعداد آن (43بیشترین تعداد ژن کپی شده (
) 1/13±1/11سردآبرود و کمترین میانگین آن ( ) در رودخانه1/41±1/84( مشاهده شده میانگین تعداد آلل
چالوس و  ) در رودخانه3/11±1/11آستارا، بیشترین میانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده ( در رودخانه
و بیشترین میانگین هتروزاگوسیتی مورد انتظار آستارا  ) در رودخانه3/11±1/51کمترین میانگین آن (
شد  محاسبهچالوس  دخانه) در رو1/31±1/43سردآبرود و کمترین میانگین آن ( ) در رودخانه1/71±1/43(
 .)8-4(جدول 
  میانگین تعداد آلل مشاهده شده و هتروزایگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار  -8-4جدول 
 انتظار موردهتروزایگوسیتي  ي مشاهده شدههتروزایگوسیت مشاهده شده تعداد آلل تعداد ژن کپي شده رودخانه
 1/31±1/43 3/11±1/11 1/13±1/51 43 چالوس
 1/71±1/43 3/11±1/41 1/41±1/84 33 دآبرودسر
 1/11±1/43 3/11±1/51 1/13±1/11 13 اراآست
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 واینبرگ -تعادل هاردی -9-5-4
)، 1/41واینبرگ در رودخانه چالوس ( -عادل هاردینتایج آزمون مربع کای نشان داد که میزان انحراف از ت
) بود و نمونه های ماهی آزاد دریای خزر در هر 1/11آستارا ( ) و در رودخانه1/11در رودخانه سردآبرود (
 ).50.0<Pواینبرگ قرار داشتند ( -سه رودخانه خارج از تعادل هاردی
  و جریان ژنيتمایز ژنتیکي  -4-5-4
)، بین رودخانه های 1/11(شاخص تمایز ژنتیکی) بین رودخانه های چالوس و سردآبرود ( FTSمقدار 
(شاخص جریان  NMمیزان ) بود و 1/31ن رودخانه های سردآبرود و آستارا () و بی1/61چالوس و آستارا (
 ) به دست آمد.1/87(مورد مطالعه  رودخانه هایدر  نیزژنی) 
 ژنتیکي و شباهت  فاصله -5-5-4
بین رودخانه های چالوس و آستارا و ) 1/53و کمترین شباهت ژنتیکی () 1/51ژنتیکی ( بیشترین فاصله
بین رودخانه های سردآبرود و آستارا ) 1/83و بیشترین شباهت ژنتیکی () 1/11( یکیژنت فاصلهکمترین 
  .)3-4(جدول مشاهده شد 
 ژنتیکی ماهی آزاد دریای خزر و شباهت ماتریس فاصله  -3-4جدول 
 آستارا سردآبرود چالوس رودخانه
 1/53 1/63 1/11 چالوس
 1/83 1/11 1/41 سردآبرود
 1/11 1/11 1/51 آستارا
 (اعداد پایین قطر فاصله ژنتیکی و اعداد بالای قطر شباهت ژنتیکی)
  ژنتیکيتنوع  -6-5-4
 سردآبرود و کمترین میانگین آن ) در رودخانه1/13±1/71) (πبیشترین میانگین تنوع نوکلئوتیدی (
) به 3دخانه () نیز در هر سه روhآستارا محاسبه شد و میانگین تنوع هاپلوتایپی( ) در رودخانه1/13±1/61(
 ).13-4دست آمد (جدول 
 میزان تنوع ژنتیکی ماهی آزاد دریای خزر  -12-4جدول 
 تعداد هاپلوتایپ تعداد نمونه رودخانه
 شاخص تنوع مولکولي
 تنوع هاپلوتایپي تنوع نوکلئوتیدی
 3 1/13±1/61 43 43 چالوس
 3 1/13±1/71 33 33 سردآبرود
 3 1/13±1/61 13 13 آستارا
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 جمعیتها در رودخانه های مورد مطالعه درونتنوع ژنتیکي بین و  -7-5-4
) و بین جمعیتها %38بر اساس نتایج حاصل از آنالیز واریانس مولکولی میزان تنوع ژنتیکی درون جمعیتها (
تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر در  ) و اختلاف43-4شد (شکل ) محاسبه %33(
 ).10.0<Pمعنی دار بود ( چالوس، سردآبرود و آستاراه های رودخان
 
 تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر  -43-4شکل 
 نوکلئوتیدها  نسبت -8-5-4
بیشترین نسبت نوکلئوتید مشاهده شده در رودخانه های چالوس، سردآبرود و آستارا مربوط به نوکلئوتید 
درصد و کمترین نسبت آن مربوط به نوکلئوتید گوانین به میزان  11/18و  11/14، 11/18آدنین به میزان 
 .)33-4درصد بود (جدول  13/33و  13/16، 13/44
 نسبت نوکلئوتیدهای ماهی آزاد دریای خزر (بر حسب درصد) -22-4جدول 
  نوکلئوتید              
 رودخانه
 گوانین آدنین تیمین سیتوزین
 13/44 11/18 71/15 61/11 چالوس
 13/16 11/14 71/57 61/11 سردآبرود
 13/33 11/18 71/13 61/11 آستارا
 
 تخمین الگوی جانشیني نوکلئوتیدی -3-5-4
و  18/76±13/73مورد مطالعه به ترتیب  رودخانه هایدر noisrevsnarT و  noitisnarTمیانگین 
) در رودخانه های چالوس و سردآبرود و 13( noitisnarTمحاسبه شد. بیشترین تعداد  153/11±63/17
چالوس و  ) در رودخانه173( noisrevsnarTآستارا و بیشترین تعداد  ) در رودخانه37مترین تعداد آن (ک
 ).13-4آستارا مشاهده شد (جدول  ) در رودخانه713ترین تعداد آن (کم
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 الگوی جانشینی نوکلئوتیدی ماهی آزاد دریای خزر  -12-4جدول 
 رودخانه                                    
 الگوی جانشیني نوکلئوتیدی
 چالوس
 
 خطای معیار میانگین آستارا سردآبرود
 13/73 18/76 37 13 13 snoitisnarTتعداد 
 63/17 153/11 713 343 173 snoisrevsnarTتعداد 
 
 خویشاوندی  تخمین درجه -12-5-4
) محاسبه و -1/51مورد مطالعه ( رودخانه هایاد دریای خزر در خویشاوندی ماهی آز میانگین درجه
آستارا  ) در رودخانه-1/35سردآبرود و کمترین آن ( در رودخانه )1/41خویشاوندی ( بیشترین درجه
 ). 13-4(جدول مشاهده شد 
 ماهی آزاد دریای خزر خویشاوندی  درجه -92-4جدول 
 معیار ایخط میانگین آستارا سردآبرود چالوس رودخانه
 1/14 -1/51 -1/35 1/41 1/31 آزمون تاجیما
 
 robhgieNو  ynomisraP mumixaMروشهای شرح درخت فیلوژني رسم شده به  -22-5-4
 با استفاده از آنالیز خود راه انداز  gninioJ
 زیر شاخه 1به  A و شاخه Bو  Aدرخت فیلوژنی حاصل به دو شاخه  ynomisraP mumixaMدر روش 
طالعه در زیر مورد م رودخانه هایتقسیم شد و بیشتر نمونه های ماهی آزاد دریای خزر در  3Aو  2A، 1A
 نمونه از رودخانه 1تقسیم شد و  4Bو  3B، 2B، 1B زیر شاخه 4نیز به  B قرار گرفتند و شاخه 1A شاخه
جدا از  4Bو  3B چالوس در زیر شاخه های نمونه از رودخانه 1و  2Bو  1Bسردآبرود در زیر شاخه های 
 می باشدبین این نمونه ها ژنتیکی  فاصلهوجود که نشان دهنده  گرفتندقرار  Aنمونه های مستقر در شاخه 
به  Aو شاخه  Bو  Aدرخت فیلوژنی حاصل به دو شاخه  نیز gninioJ robhgieNدر روش . )53-4(شکل 
 مورد مطالعه رودخانه هایریای خزر در ماهی آزاد دبیشتر نمونه های و تقسیم شد  2Aو  1Aدو زیر شاخه 
از  نمونه 1تقسیم شد و تنها  3Bو  2B، 1Bزیر شاخه  1نیز به  Bشاخه و  قرار گرفتند 1Aدر زیر شاخه 
بین ژنتیکی  فاصلهوجود  که نشان دهنده ر گرفتندرودخانه چالوس در این شاخه و جدا از سایر نمونه ها قرا
 mumixaMدر روش  می باشد به طوری که B این دو درخت در شاخه تفاوت .)63-4(شکل  آنها می باشد
اما در روش  B چالوس در شاخه نمونه از رودخانه 1نمونه از رودخانه سردآبرود و  1 ،ynomisraP
قرار گرفتند. در کل با مقایسه این دو   B در شاخهنمونه از رودخانه چالوس  1تنها  ،gninioJ robhgieN
مورد مطالعه  رودخانه هایه گیری کرد که توالی نوکلئوتیدی ماهیان آزاد دریای خزر درخت می توان نتیج
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 با استفاده از آنالیز خود راه انداز gninioJ robhgieNو درخت رسم شده به روش بوده بسیار به هم نزدیک 
 برخوردار می باشد.بیشتری اطمینان  و صحتاز  1A شاخه 33با توجه به عدد 
 با استفاده از اطلاعات موجود در بانك ژن خت فیلوژني رسم شدهشرح در -12-5-4
داده با اطلاعات موجود در بانک ژن از جایگاه فیلوژنتیکی ماهی آزاد دریای خزر  در این مطالعه برای مقایسه
برای رسم درخت فیلوژنی استفاده حاضر  در کنار داده های گونه 43-4گونه با مشخصات جدول  4های 
و  A در شاخه gninioJ robhgieNو  ynomisraP mumixaMرختهای رسم شده به روشهای در د که شد
 و فاصله A مستقر در شاخهشباهت ژنتیکی آنها با نمونه های  قرار گرفتند که نشان دهنده 1Aزیر شاخه 
 هر دو روش می باشد. B نها با نمونه های مستقر در شاخهژنتیکی آ
 بانک ژنتخب منمشخصات گونه های  -42-4جدول 
 نام گونه کد دستیابي در بانك ژن منبع
 suipsac atturt omlaS 733732MH 1102 ,.la te areV
 suipsac atturt omlaS 833732MH 1102 ,.la te areV
 suipsac atturt omlaS 933732MH 1102 ,.la te areV
 suipsac atturt omlaS 043732MH 1102 ,.la te areV
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 و اطلاعات موجود در بانک ژن آنالیز خود راه اندازبا استفاده از رسم شده  ynomisraP mumixaMدرخت  -52-4شکل 
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 با استفاده از آنالیز خود راه انداز و اطلاعات موجود در بانک ژنرسم شده  gninioJ robhgieNدرخت  -62-4شکل 
 723
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 ریز ماهواره روش -2-5
های گوناگون علت برداشت بی رویه، ورود آلودگیروند آسیب پذیری آبزیان دریای خزر به  در سالهای اخیر
جهت اطلاع از جمعیت یا جمعیتهای احتمالی، طرح برنامه اجرای مطالعات بنیادی و کاربردی و ...، لزوم 
ر صید و برداشت را رائه الگوی پایداهای حمایتی و حفاظتی مثل تکثیر و پرورش، مدیریت ذخایر و ا
اهمیت این موضوع فقط به منظور بهره برداری از منابع شیلاتی نیست بلکه جهت حصول ضروری نموده و 
 inavzeRباشد (اطمینان از تنوع زیستی و حفظ عملکرد اکولوژیک اکوسیستم های دریایی نیز می 
هیان با ارزش این دریا و دنیا محسوب شده و  جمعیت یکی از ماماهی آزاد دریای خزر  ).7991 ,iealokliG
به  1333آن در دریای خزر به مناطق خاصی از جمله ایران محدود گشته است. کشور قزاقستان در سال 
ساله، این ماهی را در ردیف لیست قرمز و در معرض خطر انقراض قرار داد. بنابراین  53علت عدم صید 
به شدت در  وبی دریای خزر به عنوان یک گونهجن ماهی آزاد حوضه بررسی گوناگونی و تنوع ژنتیکی
نخستین گام جهت حفاظت از ساختار ) ضروری می باشد. 9991 ,.la te ibaiKمعرض خطر انقراض (
ژنتیکی و تنوع زیستی جمعیتهای در حال بهره برداری آبزیان، تدوین استراتژی مدیریت برداشت پایدار 
روشهای دقیق و قوی مثل داده های مولکولی باشد، می تواند  ستراتژی بر پایهن ااست. در صورتی که ای
 ,.la te iahTعلاوه بر حفظ تنوع زیستی، میزان برداشت و بهره برداری را به حد معقول و حداکثر برساند (
ی ). یافتن مدارکی مبتنی بر وجود ذخایر متعدد با یک روش کافی نبوده و باید از روشهای مختلف6002
فقدان همزمانی بین خصوصیات قابل آنالیز استفاده شود و وجود تفاوت بین روشها به طور عمده ناشی از 
که تفکیک جمعیتها و شناسایی  ). از آنجایی1991 ,.la te rettUدر اختلاف توارث در بین ذخایر است (
ه داده های مولکولی بت بذخایر ژنتیکی بر اساس داده های ریخت شناسی از ضریب اطمینان کمتری نس
می باشد و از طرفی چون تفاوتهای مورفولوژی و فیزیولوژی ناشی از ذخایر ژنومی هر ارگانیسم برخوردار 
ه بررسی تنوع ژنتیکی در بین جمعیتها و نیز بین افراد داخل جمعیت با توجه بمی باشد، به همین دلیل 
بررسی ). یکی از راههای 5002 ,nnameiB dna rednusaviS(تغییرات شرایط محیطی ضروری است 
است. زیرا آنالیز ساختار جمعیتی، ان، استفاده از ژنتیک جمعیت آبزیتحولات ساختاری و درون گونه ای 
تنوع زیستی، ارتباطات گونه ای و سیستماتیک آنها درک روشنی از ساختار جوامع زیستی می دهند 
یکی از سه سطح تنوع زیستی پیشنهاد شده توسط  تنوع ژنتیکی ).7002 ,.la te iealokliG inavzeR(
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 te initnecuL( اتحادیه بین المللی حفاظت از گونه ها و طبیعت برای برنامه های حفاظت از ذخایر است
ریز ماهواره ها شاخص حساسی در اندازه گیری هموزایگوسیتی در جفتگیری های همخون  ).9002 ,.la
استفاده از  ).4002 ,.la te nocralAکم بین جمعیتها مناسب می باشند (هستند. بنابراین برای تشخیص تمایز 
ریز ماهواره ها در گونه هایی که با هم خویشاوندی بسیار نزدیک یا کمی نزدیک دارند متداول و معمولا ً
می یابد و علت آن قرار فیلوژنتیکی میزان موفقیت این روش کاهش  یت آمیز است اما با افزایش فاصلهموفق
 رفتن بازهای جانشین در مناطق پهلوگیری ریز ماهواره ها است که محل اتصال با آغازگرها می باشد.گ
) atek suhcnyhrocnOای جمعیتهای (ریز ماهواره میتوکندریایی و  )، در مطالعه7002و همکاران ( nooY
که در این مطالعه نیز با  ساختار جمعیتی از هر دو نشانگر استفاده گرددلام نمودند بهتر است در مطالعه اع
جنوبی دریای خزر  رودخانه حوضه پنجتنوع ژنتیکی ماهی آزاد در  هر دو روش به مطالعهبهره گیری از 
 پرداخته شده است.
نتیکی ژتیکی ارزشمند برای ارزیابی تنوع شاخص ژنموجودات به عنوان  حالت پلی مورفیسم در ژنوم هسته
در  ).6002 ,.la te iahTاز ذخایر ژنی گونه ها محسوب می شود ( حفاظتو ساختار جمعیتی به منظور 
مطالعات ژنتیکی که با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره صورت می گیرد سعی بر استفاده از جایگاه های 
تنوع  در مطالعه مورد استفاده ریز ماهواره جفت آغازگر 63از  نیز در این مطالعه .ژنی پلی مورف می باشد
جفت باندهای پلی مورفیک  5ی ماهی آزاد دریای خزر در رودخانه های چشمه کیله و کرگانرود، ژنتیک
و  shtiffirG و )8002همکاران (و  ennoiD اتمی توان به مطالع راستادر این  .)5-4(جدول  تولید نمودند
ژنتیکی ماهی آزاد تنوع  جفت نشانگر ریز ماهواره پلی مورف برای بررسی 13و  13از که ) 0102همکاران (
  بهره برده اند اشاره نمود. 3اقیانوس اطلس
ها ازه گیری فراوانی آللی یا ژنوتیپی جوامع زیستی وجود دارد اما اندتیکراههای مختلفی برای بررسی تنوع ژن
روابط تکاملی جمعیتهای نزدیک به هم، ابزار مناسبی  جهت بیان و آشکارسازی بوده واز ساده ترین آنها 
 و کرگانرودرودخانه در بیشترین تعداد آلل اختصاصی در این مطالعه  ).6991 ,ieN dna ikazekaT(است 
 مشاهده شد 701 gstOجایگاه چشمه کیله و  میانگین فراوانی آللی در رودخانهو بیشترین  38 gstOجایگاه 
ماده و بچه ماهیان آزاد  رشد مولدین نر، ارتقاء نرخ لعه)، در مطا3813یوسفیان و همکاران ( .)6-4(جدول 
 و محدوده 001 gstO) را در جایگاه 13دریای خزر از طریق بهگزینی، بیشترین تعداد آلل اختصاصی (
و بیشترین  143-173و محدوده باندی  474 gstO) را در جایگاه 8و کمترین تعداد آن ( 133-161باندی 
) را در مولدین ماده و بچه ماهیان مشاهده 1/331) را در مولدین نر و کمترین آن (1/331فراوانی آللی (
می تواند موجب افزایش میزان مرگ و میر جمعیتها، کاهش تنوع و نیز وجود مواد سمی در آب . نمودند
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ژنتیکی  اتباطارت بالا بودن). 1002 ,.la te sikarodoehT(های کمیاب شود راوانی ژنتیکی و از بین رفتن آللف
سبب کاهش تعداد آللهای  )6002 ,.la te nahilooH() و تبادلات ژنتیکی 6002 ,.la te nedrewreH(
بالاتر بودن آلل اختصاصی و تراز بالای پلی مورفیسم می تواند ناشی از  در مقابل .می شوداختصاصی 
 آللهای اختصاصی در رودخانه بیشتر تعدادبنابراین ). 4002 ,.la te neinassaHژنتیکی باشد (پویایی 
مذکور به سرعت توسعه یافته (پویایی ژنتیکی داشته اند) و  رودخانهجمعیت  بیانگر این است که کرگانرود
 های جدید برخاسته اند.میان جهش آللهای جدید در
بالا بودن زیرا  در بررسی های تنوع ژنتیکی، غنای آللی نسبت به هتروزایگوسیتی دارای ارزش بالاتری است
از آن برای ارزیابی تنوع ژنتیکی  استفادهاست و  جمعیتمؤثر دن اندازه غنای آللی نشان دهنده بالا بو
 ,asreP dna ziDجمعیتهایی که برای برنامه های بهگزینی یا حفاظت انتخاب شده اند، مناسب تر است (
 ها می باشند.میزان چند شکلی جایگاه ) معیاری جهت تعیینNEو مؤثر ( )NAتعداد آلل واقعی (). 9002
آللهای مؤثر بیانگر تعداد آللهایی است  واقعی یعنی تعداد آللهای مشاهده شده در هر جایگاه ژنی آللهای و
تعداد و در این مطالعه بیشترین ). 5991 ,.la te nosugreF( روزایگوسیتی یکسان ایجاد می کنندکه هت
آن  جمعیتمؤثر  ودن اندازهکه بیانگر بالا ب شدمشاهده کرگانرود  رودخانه در و مؤثر واقعی هایمیانگین آلل
)، در مطالعه ارتقاء نرخ رشد 3813یوسفیان و همکاران ( .)7-4(جدول چشمه کیله است  نسبت به رودخانه
) را در 33مولدین نر، ماده و بچه ماهیان آزاد دریای خزر از طریق بهگزینی، بیشترین تعداد آلل واقعی (
 gstO) را در جایگاه 6(بچه ماهیان و کمترین تعداد آن  و مولدین نر 001 gstOو  384 gstOجایگاه های 
آن تعداد بچه ماهیان و کمترین  85 atturtS) را در جایگاه 3/173مولدین نر و بیشترین تعداد آلل مؤثر ( 801
)، در بررسی تنوع ژنتیکی 1102( naifesuoY .مشاهده نمودندمولدین نر  801 gstO) را در جایگاه 4/146(
دامنه آلل  ریز ماهواره هایآغازگر د جوان و در معرض خطر انقراض دریای خزر با استفاده ازماهیان آزا
اه ژنی به آللهای مشاهده شده در هر جایگبه دست آورد.  7-33در فرزندان را جایگاه مشاهده شده در هر 
تی ماهیان شده و کوچک نمونه، مانع از ردیابی تمایز جمعی مونه بوده و اندازهن شدت تحت تأثیر اندازه
ید انجام شود. جهت نتیجه گیری باید تحقیقات بیشتری همراه با افزایش تعداد نمونه و آغازگرهای جد
آغازگرهای اختصاصی هر گونه نیز در ردیابی تمایز جمعیتی، بسیار مؤثر است همچنین استفاده از 
نمونه، تعداد آللهای شناسایی شده در  کم اندازهدیگری عنوان شده که  در نظریه). 5991 ,.la te nosugreF(
پایین بودن  ).2002 ,uXرا کاهش می دهد اما بر آللهای معمولی و فراوانی آنها مؤثر نیست ( جایگاههر 
آمیزش (جریان ژنی) و  در برخی از جایگاه ها، شاید متأثر از محدودیت مهاجرتها تعداد آلل مشاهده شده
ها در هر جایگاه ژنی، در ماهیان آب شور متوسط تعداد آلل). 0102 ,.la te hcleW( های خویشاوندی باشد
 dna ydooweDشده است ( گزارش) 33/1( رودکوچ) و در ماهیان 7/5)، در ماهیان آب شیرین (11/6(
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 کمتر از مقدار اعلام شده) 6/16±3/41( مطالعهآلل مشاهده شده در این میانگین تعداد ) و 0002 ,esivA
فاوت درجه حرارت، تآن را می توان به عوامل مختلفی چون است و پایین بودن  د کوچبرای ماهیان رو
کاهش شدید جمعیت به ویژه خزر، دریای شوری، مواد مغذی و جریانات دریایی بین زیستگاه های مختلف 
 و آمیزش های خویشاوندی ، به حداقل رسیدن مولدینی که برای تخمریزی به رودخانه ها مهاجرت می کنند
)، 2002( enneW و saW است.که موجب محدود شدن جریان ژنی و کاهش تنوع آللی شده نسبت داد ... 
از مقدار یاد شده در که  آلل اعلام نمودند 63را  atturt omlaS تعداد آلل در هر جایگاه ماهی نیز متوسط
)، در بررسی 5813ی (رفیع. شد محاسبه برای ماهیان آب شور کمتر) 0002 ,esivA dna ydooweD(نظریه 
جمعیت غرب استان مازندران با استفاده از روش ماهی آزاد دریای خزر از بچه نمونه  15ژنتیکی  تنوع
 issablaKو  idihsmaJ .عدد به دست آورد 1-6تعداد آلل در داخل جمعیت را بین  دامنه، PLFR -RCP
آزاد دریای خزر با استفاده از  ماهی عدد 16 های مهاجر بهاره و پاییزه)، در بررسی ارتباط بین شکل1102(
از مقدار یاد که  آوردندبه دست  13/13 آلل به ازای هر جایگاه با متوسطعدد  5-73، DPARآغازگر  63
)، در 1102و همکاران ( dajeniruoS .شد محاسبهکمتر ) 0002 ,esivA dna ydooweD(شده در نظریه 
باهنر  اده و نر ماهی آزاد دریای خزر موجود در مرکز شهیدعدد مولد م 8بررسی انتساب نسب فرزندان 
جفت آغازگر ریز ماهواره، متوسط تعداد آلل در  1تنکابن با استفاده از  کلاردشت از جمعیت رودخانه
 .به دست آوردند) 0002 ,esivA dna ydooweD(مقدار یاد شده در نظریه و کمتر از  6/66فرزندان را 
ها، صید بی رویه، شرایط نسل ههمچون فاصل متنوعی از ژنها هستند که عواملی عهجمعیتها در حقیقت مجمو
و در نتیجه کاهش تنوع  مؤثر جمعیتها زیستگاه ها منجر به کاهش اندازه مناسب آب و هوایی و از بین رفتننا
بودن  ). به علت بزرگ0102 ,.la te eninrahgloZافزایش می دهد (ژنتیکی ذخایر شده و خطر انقراض را 
جمعیت ماهیان دریایی و جریان ژنی محدود در آبهای شیرین، ماهیان دریایی در مقایسه با مؤثر  اندازه
 ,.la te ettihgirBنشان می دهند (ماهیان آب شیرین، تنوع ژنتیکی بالاتر و تمایز ژنتیکی پایین تری را 
کنند، از گونه های مشابه زا زیست می های ناپایدار و تنش هایی که در محیط ). تنوع ژنتیکی در گونه5002
های پایدار بیشتر است اما در دوره های کوتاه تکاملی (چند نسل)، چنانچه گونه ای به مدت در محیط
فشار صید باشد، زیستگاه طبیعی تأثیر طولانی در معرض آلودگی قرار گیرد، در محدوده سنی خاصی تحت 
د شود، تنوع ژنتیکی آن کاهش خواهد یافت و یا اینکه صید آن از بین برود و یا مکان تخمریزی آن محدو
عدودی های مختلف سبب گشته است که تنها تعداد مغ و عدم جایگزینی آنها در طی نسلبی رویه ماهیان بال
در نتیجه ماهیان زاده شده، از مولدین اندکی تولید می گردند که این امر سبب قادر به ازدیاد نسل باشند 
می تواند متأثر از رفتار وع علاوه بر عوامل محیطی و خارجی یکی می گردد. پایین بودن تنکاهش تنوع ژنت
فقدان تنوع، قدرت  ).0102 ,.la te hcleWباشد ( مورد مطالعه نی محدود بودن قلمرو پراکنش گونهذاتی یع
 213
 ).4002 ,notelpmeTسازد (انتخاب موجود برای رفع نیازهای غیر قابل پیش بینی آتی را محدود می 
اختلافات ژنتیکی بسیاری از جایگاه ها را در یک جمعیت نشان دهد در نتیجه به  هتروزایگوسیتی می تواند
اهمیت زیادی و جمعیت در نظر گرفته می شود عنوان شاخص مناسبی برای ارزیابی تنوع ژنتیکی در یک 
زش پذیری در شرایط متغیر محیطی عنوان پاسخ به ساه ب هاطیف وسیعی از ژنوتیپ مین کنندهأدارد زیرا ت
ها می باشد و از این جهت دارای اهمیت است که هر ها یا ژنوتیپهتروزایگوسیتی بررسی فراوانی آللاست. 
بنابراین معمول ترین معیار تنوع ژنی  تنوع می باشد های متفاوتی است که نشان دهندهروزایگوت ناقل آللهت
در این مطالعه بیشترین میانگین  .)7002 ,.la te ieF( تی استدر یک جمعیت تعیین میزان هتروزایگوسی
و  smadA  ).8-4کرگانرود مشاهده شد (جدول  ه شده و مورد انتظار در رودخانههتروزایگوسیتی مشاهد
 آبریز خلیج هند ی های حوضهدریاچهجویباری بررسی ساختار جمعیتی قزل آلای در  )،3002( sgnihctuH
. ) به دست آوردند1/6-1/71(ین ب جایگاه هتروزایگوسیتی را در هر دامنه ،ریز ماهواره کبا استفاده از تکنی
نمونه بچه ماهی آزاد دریای خزر جمعیت منطقه  11)، در بررسی تنوع ژنتیکی 4813نویدی مقدم فومنی (
به  1/34-1/67ین ب جایگاههتروزایگوسیتی را در هر  دامنه ،تنکابن با استفاده از نشانگرهای ریز ماهواره
ماهی آزاد دریای خزر از جمعیت غرب بچه نمونه  15ژنتیکی  )، در بررسی تنوع5813رفیعی (دست آورد. 
به  1/8-1/3بین  جایگاههتروزایگوسیتی را در هر  دامنه، PLFR -RCPاستان مازندران با استفاده از روش 
آزاد  رشد مولدین نر، ماده و بچه ماهیاننرخ  ارتقاء )، در مطالعه3813ان و همکاران (یوسفی. آورددست 
و  1/11-3/11هتروزایگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار را بین  ریای خزر از طریق بهگزینی، دامنهد
به دست آوردند و بیشترین و کمترین مقدار هتروزایگوسیتی مشاهده شده را به ترتیب در  1/87-1/38
به ترتیب در را و کمترین مقدار هتروزایگوسیتی مورد انتظار و بیشترین  474 gstOو  fymOجایگاه های  
 21 atturtSی نمودند که به استثناء جایگاه ها اعلامو نمودند مشاهده   801 gstOو 85 atturtSجایگاه های 
-میوزایگوسیتی مورد انتظار کمتر جایگاه ها میزان هتروزاگوسیتی مشاهده شده از هتر در کلیه 85 atturtSو 
ساختار ژنتیکی مولدین ماهی آزاد دریای خزر ایران جمع آوری  در مطالعه)، 1102و همکاران ( areV. باشد
بچه ماهی حاصل  عدد 84عدد) و  66عدد) و تنکابن ( 8عدد)، ناورود ( 8شده از رودخانه های کرگانرود (
هتروزایگوسیتی مقدار ن بیشتری ریز ماهوارهجفت آغازگر  13سردآبرود با استفاده از  از جمعیت رودخانه
، 1/37دریایی تنوع ژنتیکی در ماهیان میزان . مشاهده نمودند 85 atturtSدر جایگاه  ) را1/13( مورد انتظار
) 0002 ,esivA dna ydooweDگزارش شده است ( 1/86و در ماهیان رود کوچ  1/64در ماهیان آب شیرین 
مقدار اعلام شده برای ماهیان ) کمتر از 1/74±1/31( و میانگین تنوع ژنتیکی مشاهده شده در این مطالعه
تن مکانهای از بین رفکوچ است و پایین بودن آن را می توان به عوامل مختلفی چون صید بی رویه، رود
حاضر  محاسبه ضریب افت هتروزایگوسیتی در مطالعه ... نسبت داد.و  تکثیر مصنوعیطبیعی تخمریزی، 
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 001 gstOچشمه کیله و جایگاه  رودخانه 701 gstOجایگاه  ها به استثنایدر تمام جایگاه نشان داد که 
کاهش  ووزایگوسیتی مشاهده شده بیشتر بود هترمورد انتظار از  هتروزایگوسیتی، کرگانرود رودخانه
تغییر پذیری کاهش در  انتظار نشان دهنده موردهتروزایگوسیتی مشاهده شده نسبت به هتروزایگوسیتی 
علت این کاهش، تنگناهای ژنتیکی می باشند که احتمالاً بر اثر شرایط زیست  ه ها است وژنتیکی نمون
د و در نتیجه با گذشت نوجود می آیمحیطی، تخریب زیستگاه های طبیعی و آمیزش های خویشاوندی به 
و ان ). یوسفی9991 ,.la te sirroNزمان موجب کاهش آلل و کاهش هتروزایگوسیتی در ذخایر می شوند (
آزاد دریای خزر از طریق  ارتقاء نرخ رشد مولدین نر، ماده و بچه ماهیان )، در مطالعه3813همکاران (
و  1/36، 1/57ترتیب را به ر مولدین ماده، نر و بچه ماهیان بهگزینی، میانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده د
 dna ydooweD( یاد شده در نظریهمقدار از مولدین نر و بچه ماهیان کمتر که در  محاسبه نمودند 1/51
)، در بررسی انتساب نسب 1102و همکاران ( dajeniruoS. ) برای ماهیان رود کوچ می باشد0002 ,esivA
باهنر کلاردشت از جمعیت  عدد مولد ماده و نر ماهی آزاد دریای خزر موجود در مرکز شهید 8فرزندان 
ز ماهواره، متوسط هتروزایگوسیتی مشاهده شده در والدین و جفت آغازگر ری 1تنکابن با استفاده از  رودخانه
 در نظریه مقدار یاد شدهکه بیشتر از  محاسبه نمودند 1/17±1/31و  1/18±1/33فرزندان را به ترتیب 
 .) برای ماهیان رود کوچ می باشد0002 ,esivA dna ydooweD(
-نشانگرهای بسیار چند درچنین رنجی  در میان مقادیر یگوسیتی یک است و تفاوتاحد نهایی هتروزچون 
یا بالاتر دارند به میزانی نمی باشد  1/8 یگوسیتی حدوداماهواره ها که در اکثر موارد هتروز شکلی مثل ریز
معیار  که )I( شانوناطلاعات شاخص از بنابراین برای بزرگنمایی این مقادیر  که اطلاعات دقیقی را بیان کند
 رد مطالعه در سطح جمعیت می باشدشکلی و میزان تغییر پذیری جایگاه های مومناسبی برای ارزیابی چند 
میانگین شاخص شانون در  ر این مطالعه بیشترین. د)9491 ,revaeW dna nonnahS( استفاده می شود
کرگانرود و  که بیانگر تنوع بالاتر رودخانه) 3-4(جدول مشاهده شد  942 gstOکرگانرود و جایگاه  رودخانه
ارتقاء نرخ  )، در مطالعه3813یان و همکاران (یوسف نسبت به سایر جایگاه ها می باشد. 942 gstOگاه جای
رشد مولدین نر، ماده و بچه ماهیان آزاد دریای خزر از طریق بهگزینی، بیشترین مقدار شاخص شانون 
مولدین  21 atturtSایگاه ) را در ج3/17بچه ماهیان و کمترین مقدار آن ( 85 atturtS) را در جایگاه 1/61(
و  3/33، 1/31نر مشاهده نمودند و متوسط شاخص شانون در مولدین ماده، نر و بچه ماهیان را به ترتیب 
 .به دست آوردند 1/51
 ,.la te draiVجمعیت، بررسی تمایز بین نمونه ها است ( ساختار ژنتیک یکی از بهترین روشها برای مطالعه
دست حفظ می شود که تغییرپذیری ژنتیکی موجود در آنها از  گونه ها، هنگامیسازگاری و بقای ) و 7991
در یک زیر جمعیت و موجود برای تعیین میزان اختلاف ژنتیکی کل  ).7991 ,lorraC dna effeMنرود (
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 FTS شود.استفاده می RTSو  FTS اختلاف ژنتیکی کل در بین مناطق هر ناحیه از فاکتورهای باآن  مقایسه
-ریزروش  درتمایز ژنتکی  برآورد کننده RTSو برآورد مرسوم تمایز ژنتیکی در مطالعات ژنتیکی  روش
ا است و بیشترین کاربرد را در آزمون تهدر زیر جمعی تمایز بیشتر شامل اندازه گیری FTS می باشد. ماهواره
 بین عدد صفر (هیچ زیر همیشه مثبت بوده ور آن مقداو  ا داردهواگرایی ژنتیکی کل در بین زیر جمعیت
و  FTSجمعیت و جدایی کامل جمعیتها) متغیر است. هر دو فاکتور  جمعیتی وجود ندارد) و یک (وجود زیر
ا ارتباط همیان جمعیت )NM(ثر ؤیا تعداد مهاجرت م ا غیر مستقیم با میزان جریان ژنیطور مستقیم یه ب RTS
ر باشد بیانگر آن است که مهاجرت بین مناطق بیشتر بوده دارند. هر چه میزان جریان ژنی بین دو منطقه بیشت
نقش اختلاف ژنتیکی و جریان ژنی وابسته به آن در شکل گیری الگوی  و اختلاف ژنتیکی کمتر است.
اختلاف  وجود). 4002 ,tessuoRرسیده است (و تجربی به خوبی به اثبات  نتیکی، از نظر تئوریاختلاف ژ
تاریخچه مشترک،  چونی گونه های مختلف، تحت تأثیر عوامل مختلفی ژنتیکی درون و بین جمعیتها
مانند رانش ژنتیکی و  یندهای مختص جمعیتان ژنی حال و گذشته و همینطور فرآجریجدایی جغرافیایی، 
(شاخصهای  RTSو  FTSدر این مطالعه میزان . )5002 ,karoD iL ;,.la te 7002( قرار دارد اب انطباقیانتخ
 ).10.0<P(شاخص جریان ژنی) بین رودخانه های مورد مطالعه معنی دار بود ( NMکی) و تمایز ژنتی
)، در مطالعه ارتقاء نرخ رشد مولدین نر، ماده و بچه ماهیان آزاد دریای خزر از 3813یوسفیان و همکاران (
و ماده و کمترین ) را بین مولدین نر 3/71( NM) و کمترین مقدار 1/11( FTSبیشترین مقدار  طریق بهگزینی،
 FTSند. ) را بین مولدین ماده و بچه ماهیان گزارش نمود35/63( NMو بیشترین مقدار ) 1/511( FTSمقدار 
، تمایز 1/53-1/51بین ، تمایز ژنتیکی متوسط، 1/51-1/53بیانگر تمایز ژنتیکی پایین، بین  1/11-1/51بین 
جدایی کامل جمعیتها از یکدیگر  لی زیاد و نشان دهندهخیحاکی از تمایز ژنتیکی  1/51ژنتیکی زیاد و بالای 
ممکن آید، در چنین حالتی  می به دست 1/51زیر  FTS مقدار) اما به طور معمول 5002 ,karoDمی باشد (
 که عدد به دست آمده نمایانگر همهدر حالی ر جمعیتها را ضعیف تصور کنند محققین ساختار بین زیاست 
در اکثر مواقع به یک نمی رسد، زیرا اثر پلی مورفیسم  FTSدیگر اینکه میزان  جمعیت حقیقی نیست. نکته
با توجه به نظریه  ). xuollaB,.la te 2002(کاهش می دهد را  FTS (ناشی از جهش) به طور مؤثری میزان
 زیادخیلی نتیکی ژتمایز  و بیانگر 1/51بزرگتر از ) 1/11در این مطالعه ( FTS میزان )،5002( karoD
و موفقیت آمیز بودن روش ریز ماهواره در بررسی از یکدیگر  آنهاجدایی کامل مورد مطالعه و جمعیتهای 
ساختار ژنتیکی مولدین ماهی آزاد دریای  )، در مطالعه1102و همکاران ( areV می باشد.واگرایی ژنتیکی 
 84عدد) و  66د) و تنکابن (عد 8عدد)، ناورود ( 8خزر ایران جمع آوری شده از رودخانه های کرگانرود (
میزان  ریز ماهوارهجفت آغازگر  13سردآبرود با استفاده از  بچه ماهی حاصل از جمعیت رودخانه عدد
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 پایین )، بیانگر تمایز ژنتیکی5002( karoDنظریه  بر اساسکه به دست آوردند  1/51اختلاف ژنتیکی را 
 باشد.می
وین ساختار جمعیتی گونه های مورد مطالعه است به طوری که جریان ژنی یکی از مهمترین معیارها در تک
. اگر جریان ژنی بین جمعیتها بیانگر واحد تکاملی مستقل جمعیتهای محلی یک منطقه می باشد میزان آن
زیاد باشد بیانگر تکامل گروهی آنها بوده و در صورتی که کم باشد نشانگر این است که هر یک از جمعیتها 
و همکاران  iLبر اساس گزارش ). 3991 ,niktalS( مستقل از یکدیگر تکامل یافته اند تقریباً به طور
عامل در ایجاد  اصلی ترین باشد، رانش ژنتیکی 1 <mNباشد، جریان ژنی و هرگاه  1 >mN )، هرگاه7002(
به دست  کاز ی کوچکتر) 1/15(حاضر  جریان ژنی در مطالعه میزانبنابراین از آنجا که تمایز ژنتیکی است. 
رانش مورد مطالعه  رودخانه هایایجاد تمایز ژنتیکی جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر در اصلی ، عامل آمد
مستقل از یکدیگر از سوی دیگر بیانگر این است که جمعیتهای مورد مطالعه به طور  و بوده استژنتیکی 
یک  می دهد که میزان جریان ژنی کمتر از تفاوتهای بالای ژنتیکی بین جمعیتها زمانی رخ تکامل یافته اند و
باشد و در صورتی که بزرگتر از یک باشد بیانگر این است که جریان ژنی به حدی زیاد است که موجب 
 ). 1002 ,namrekcA dna yalbmerTجلوگیری از تفاوتهای ناشی از انتخاب طبیعی شده است (
خزانه ژن  آللیهای نی اختلاف را بر حسب فراواواینبرگ رابطه پیش بینی های ژنوتیپی  -ردیاقانون ه
بزرگ با آمیزش اتفاقی، عدم انتخاب، عدم مهاجرت، فقدان فشار  والدینی بیان می کند. وجود جمعیت
 دو در این مطالعه .)3002 ,namrellaH( جهش و میوز معمولی در برقراری حالت تعادل مؤثر می باشند
 بودندواینبرگ  -از تعادل هاردی کرگانرود خارج یگاه در رودخانهجا 4شمه کیله و چ جایگاه در رودخانه
 3nomlas eyekoS یاریز ماهواره )، در بررسی 4002و همکاران ( mahcaeB .)13-4(جدول  )100.0<P(
 .)50.0<Pمشاهده نمودند (در بعضی جایگاه ها برای بعضی جمعیتها واینبرگ را  -انحراف از تعادل هاردی
)، در مطالعه ارتقاء نرخ رشد مولدین نر، ماده و بچه ماهیان آزاد دریای خزر از 3813ران (یوسفیان و همکا
انحراف از تعادل ماده و بچه ماهیان و  مولدین نرجایگاه های برخی از طریق بهگزینی، بیان داشتند که در 
ن افزایش تلفی چوواینبرگ به دلایل مخ -انحراف از تعادل هاردی. را مشاهده نمودندواینبرگ  -هاردی
های نول که پهلوگیری در آنها صورت نمی پذیرد، رانش ژنتیکی، وجود آمیزش هموزایگوسیتی، حضور آلل
 های خویشاوندی در بین گونه ها، پهلوگیری تعداد محدودی از آللها، انتخاب، اختلاط جمعیتها، جفتگیری
 ;3991 ,.la te nellaCری اتفاق می افتد (غیر تصادفی، غیر کافی بودن نمونه ها و خطای نمونه بردا های
 ,.la te elhaD ;5002 ,.la te oahZ ;5002 ,.la te uiL ;4002 ,.la te alaakS ;3002 ,.la te nwouQcM
در این واینبرگ  -انحراف از تعادل هاردی و مشاهده )7002 ,.la te iL ;7002 ,.la te nahuahC ;6002
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های نول، وجود آمیزش های خویشاوندی، جفتگیری های غیر تصادفی به علت حضور آللد می توانمطالعه 
در مشاهده شده واینبرگ  -هاردیانحراف از تعادل )، 8002(و همکاران  ihsinatiK باشد.و مخلوط شدن 
 را به خطای نمونه برداری نسبت دادند. uosam suhcnyhrohcnOمطالعه ساختار جمعیتی 
-مورد استفاده قرار میای توصیف تمایز ژنتیکی ساختارهای جمعیتی ژنتیکی بر ماتریس شباهت و فاصله
 شان دادند که میزان متوسط فاصله)، ن4991و همکاران ( eprohT) و 2891و همکاران ( eelkahS گیرد.
) 1/1ی گونه های هم جنس ()، برا1/111-1/71 ) (دامنه1/51جمعیتهای هم گونه (برای  8791 ,ieNژنتیکی 
 با توجه به میزان ) می باشد. بنابراین1/85-3/31 برای جنسهای هم خانواده (دامنه و) 1/11-1/36 (دامنه
کیله و دریای خزر رودخانه های چشمه  ) ماهیان آزاد1/53حاضر ( فاصله ژنتیکی به دست آمده در مطالعه
جمعیتهای مورد  های هم خانواده قرار می گیرند که خود دلیلی بر انشقاق ژنتیکیجنس کرگانرود در محدوده
 16های مهاجر بهاره و پاییزه ین شکل)، در بررسی ارتباط ب1102( issablaKو  idihsmaJ می باشد. مطالعه
به ترتیب  راژنتیکی  شباهت و فاصلهمیزان  ،DPARآغازگر  63عدد ماهی آزاد دریای خزر با استفاده از 
 به دست آوردند. 1/31و  1/83
همانند روش جفتگیری از عواملی هستند که هر کدام زندگی  یخی و پیشینهحیطی، فرآیندهای تارسدهای م
واریانس  آنالیز ) و0002 ,.la te nnamedeiTمی دهند (تا حدودی ساختار ژنتیکی جمعیتها را شکل 
مناسبی برای مشخص کردن ساختار جمعیت و میزان تمایز  آزمونمولکولی به عنوان یک آنالیز آماری، 
حاضر  مطالعهدر  نتایج حاصل از آنالیز واریانس مولکولی). 4002 ,.la te issarGیتها است (ژنتیکی بین جمع
تنوع ژنتیکی درون و  درون جمعیت هر رودخانه وجود داردبیشترین میزان تنوع ژنتیکی  نشان داد که
نتیکی، جمعیتها، پارامتری مهم و اساسی در تکامل و حفاظت بیولوژیکی آنهاست و سطوح بالای تنوع ژ
 ,ikswonilaKمی دهد (توانایی جمعیتها را در پاسخ به انتخاب طبیعی و سلامت افراد آن جمعیت افزایش 
ساختار ژنتیکی مولدین ماهی آزاد دریای خزر ایران جمع  )، با مطالعه1102و همکاران ( areV ).5002
بچه ماهی  عدد 84عدد) و  66ن (عدد) و تنکاب 8( عدد)، ناورود  8آوری شده از رودخانه های کرگانرود (
و بررسی نتایج آزمون  ریز ماهوارهجفت آغازگر  13سردآبرود با استفاده از  حاصل از جمعیت رودخانه
)، بین 100.0<P(درصد  33/33آنالیز واریانس مولکولی اعلام کردند که میزان تنوع ژنتیکی درون جمعیتها 
  .) می باشد100.0<P(درصد  3/36ی داخل گروه و بین جمعیتها )660.0=P(درصد  7/11جمعیتها 
روش مناسبی برای اندازه گیری اختلاف میان جمعیتها به کمک  نمودار سنجش ژنتیکی جفت جمعیتها
 سازدا را میسر میهتفکیک ژنتیکی جمعیت و نمایشی از درجه بودهسنجش  آزمونهاینمودار و بر اساس 
به رودخانه ماهی آزاد دریای خزر مهاجر های جمعیتر توانست حاض و در مطالعه )4002 ,.la te uakteaP(
در آنالیز تجزیه به مؤلفه همچنین  را به طور کامل از یکدیگر تفکیک نماید.و کرگانرود کیله چشمه های 
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یا مؤلفه ها به طور متوالی از ماتریس شباهتها استخراج می گردند که به طور تیپیک از  هامحور ،های اصلی
داده های استاندارد و دارای  و )3991 ,ekciuQد (نا یا کوواریانس بین متغیرها نتیجه می شوهمبستگی ه
و بیشترین مقدار باقیمانده واریانس که توسط محور اول در نظر  3بیشترین واریانس، در اولین محور عاملی
 ,yrF( ر گرفته استولین محور عاملی قراقائمه نسبت به ا با زاویه 1دومین محور عاملیدر گرفته نشده 
آزاد دریای خزر مهاجر به رودخانه های  جمعیتهای ماهیحاضر توانست  در مطالعه) و این آنالیز 3991
 .چشمه کیله و کرگانرود را به طور کامل از یکدیگر تفکیک نماید
 ANDtmمولکول  pooL -D ژن ناحیهروش توالي یابي  -1-5
ان بررسی ژنهای کنترل کننده موجود در این اندامک به عنوان های موجود در میتوکندری امکبا کشف توالی
تعیین  ) و3991 ,soruoZ dna saluogaMیکی از دیدگاههای جدید و مهم مطالعات ژنتیکی در آمده است (
با پیشرفت و تکامل  وتوالی ژنوم امکان بررسی الگوهای تنوع ژنتیکی در گونه های مختلف را فراهم کرده 
، راحت تر و به دور از هر تر متداولافزارهای تخصصی مطالعات ژنتیکی  ین توالی و نرمدستگاه های تعی
نسبت به ماهیان آب شیرین نشان  تنوع ژنتیکی بیشتری ماهیان دریایی ).9991 ,kcirdeH( گونه اشتباه است
عکس بالیایی و های در، جریان ژنی بالا در محیطیتجمع مؤثر اندازهبزرگ بودن به را  می دهند که دلیل آن
 ).4002 ,.la te issoRجریان ژنی محدود در ماهیان آب شیرین نسبت می دهند (
 در رودخانه) 43(تعداد هاپلوتایپ  بیشترینو  )351( بیشترین تعداد جایگاه پلی مورفیکدر این مطالعه 
هاپلوتایپی  اوانیفرمشاهده شد و آستارا  در رودخانه) 1/13(پ بیشترین درصد فراوانی هاپلوتایو چالوس 
جمعیتهای ماهی آزاد جدایی  فرضیه بیانگرکه  )50.0<Pمعنی دار بود (مورد مطالعه  رودخانه هایمیان 
 )، در بررسی تنوع ژنتیکی6002و همکاران ( ickadraB مطالعه است.دریای خزر در رودخانه های مورد 
 عدد هاپلوتایپ 71 میتوکندری،نوم روی ژ RCP- PLFR با استفاده از روش 1قزل آلای قهوه ای ترکیه
)، در بررسی وضعیت فیلوژنتیکی 2102و همکاران ( oolrehgeS hedazmehsaH .شناسایی نمودند مختلف
دریاچه های  ی دریای خزر و دو دریاچه در حوضهجنوب ل آلای خال قرمز در پنج رودخانه حوضهماهی قز
عدد هاپلوتایپ مختلف  7، ANDtm مولکول pooL -D حیهاده از روش توالی یابی ژن نابا استفداخلی ایران 
 .شناسایی نمودند
چالوس، بیشترین میانگین تعداد  در رودخانهبیشترین میانگین هتروزایگوسیتی مشاهده شده در این مطالعه 
(جدول  مشاهده شد سردآبرود در رودخانهبیشترین میانگین هتروزاگوسیتی مورد انتظار و  آلل مشاهده شده
مورد مطالعه کمتر از مقدار  رودخانه هایمیانگین تعداد آلل و هتروزایگوسیتی مشاهده شده در و  )13-4
                                                 
 1CP - 1
 2CP - 2
 .L atturt omlaS - 3
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پایین  که است )1/86و ( )33/1()، برای ماهیان رود کوچ 0002 ,esivA dna ydooweDاعلام شده توسط  (
و جریانات دریایی عوامل مختلفی چون تفاوت درجه حرارت، شوری، مواد مغذی بودن آن را می توان به 
)، 1102و همکاران (areV  و ... نسبت داد.های خویشاوندی تگاه های مختلف دریای خزر، آمیزش بین زیس
 8ساختار ژنتیکی مولدین ماهی آزاد دریای خزر ایران جمع آوری شده از رودخانه های کرگانرود ( با مطالعه
سردآبرود با  ه ماهی حاصل از جمعیت رودخانهبچعدد  84عدد) و  66عدد) و تنکابن ( 8عدد)، ناورود (
به دست آوردند  3/3-6/4تعداد آلل مشاهده شده را بین  دامنه ANDtmمولکول  استفاده از روش توالی یابی
 .)، برای ماهیان رود کوچ است0002 ,esivA dna ydooweD(اعلام شده توسط که کمتر از مقدار 
خارج از تعادل  یای خزر رودخانه های چالوس، سردآبرود و آستاراهای ماهی آزاد در نمونهدر این مطالعه 
حضور آللهای نول، وجود آمیزش های می تواند به علت که ) 50.0<Pواینبرگ قرار داشتند ( -هاردی
 و غیر کافی بودن نمونه ها باشد. خویشاوندی، مخلوط شدن
وس و آستارا مشاهده شد و با توجه به ) بین رودخانه های چال1/16( FTSدر این مطالعه بیشترین مقدار 
) متوسط و بین 1/61)، میزان تمایز ژنتیکی بین رودخانه های چالوس و آستارا (5002( karoDنظریه 
و همکاران areV  بود. ) پایین1/31) و سردآبرود و آستارا (1/11رودخانه های چالوس و سردآبرود (
آزاد دریای خزر ایران جمع آوری شده از رودخانه های  ساختار ژنتیکی مولدین ماهی )، با مطالعه1102(
 بچه ماهی حاصل از جمعیت رودخانهعدد  84عدد) و  66عدد) و تنکابن ( 8عدد)، ناورود ( 8کرگانرود (
 بر اساسکه به دست آوردند  1/11را  FTSمقدار  ANDtmمولکول  سردآبرود با استفاده از روش توالی یابی
 می باشد. زیادیانگر تمایز ژنتیکی )، ب5002( karoDنظریه 
 بر اساسو  بزرگتر از یک به دست آمد) 1/87( مورد مطالعه رودخانه هایدر  جریان ژنیمیزان جریان 
و بیانگر ایجاد تمایز ژنتیکی اصلی ترین عامل در جریان ژنی در این مطالعه )، 7002و همکاران ( iLگزارش 
 است.رودخانه های مورد مطالعه خزر در  جمعیتهای ماهی آزاد دریایتکامل گروهی 
ژنتیکی تخمین زده می شود. بنابراین بسته به  تیدی در هر توالی به صورت فاصلههای نوکلئومیزان اختلاف 
میزان تفاوت نوکلئوتیدها در هر توالی، اختلاف های درون گونه ای و بین گونه ای مشخص می شود. این 
 فاصله بیشترینتمایز ژنتیکی است.  ط با مهاجرت مؤثر، برآورد کنندهرتباعامل به طور مستقیم یا از طریق ا
و بیشترین ژنتیکی  ی چالوس و آستارا و کمترین فاصلهرودخانه ها و کمترین شباهت ژنتیکی بینژنتیکی 
مشاهده شد و بین رودخانه های مورد مطالعه از نظر رودخانه های سردآبرود و آستارا  بین شباهت ژنتیکی
با توجه به . )53-4و  43-4(جدولهای  )100.0<Pژنتیکی اختلاف معنی دار وجود داشت ( نگین فاصلهمیا
، ژنتیکی نتایج میانگین فاصلهبر اساس و  )4991و همکاران ( eprohT) و 2891و همکاران ( eelkahS نظریه
سردآبرود و چالوس) و ماهیان آزاد رودخانه های سردآبرود و آستارا گونه های هم جنس و رودخانه های (
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ژنتیکی  ساختار )، در مطالعه1102و همکاران ( areV .(چالوس و آستارا) جمعیتهای هم گونه می باشند
عدد) و  8عدد)، ناورود ( 8مولدین ماهی آزاد دریای خزر ایران جمع آوری شده از رودخانه های کرگانرود (
سردآبرود با استفاده از روش توالی یابی  ودخانهبچه ماهی حاصل از جمعیت ر عدد 84عدد) و  66تنکابن (
محاسبه نمودند ) 100.0 <P( 1/11را  ماهیان آزاد رودخانه های مورد مطالعه ژنتیکیفاصله میزان  ،ANDtm
گونه های هم  در محدوده)، 4991و همکاران ( eprohT) و 2891و همکاران ( eelkahS نظریهبر اساس که 
  .دنیرقرار می گ) 1/11-1/36جنس (
تراز تنوع ژنتیکی یا  بوده وها، شاخص خوبی برای تعیین میزان تفاوت ژنتیکی جمعیتها از یکدیگر هاپلوتایپ
افراد جمعیت دارای  افراد جمعیت دارای هاپلوتایپ یکسان) تا یک (همه همهصفر (هاپلوتایپی می تواند از 
 ANDtmهای مربوط به آنالیز غلب گزارشا ).5002 ,.la te miobAهای متفاوت) متغیر باشد (هاپلوتایپ
مشتقات در واقع که وجود دارد هم ماهیان تنوع هاپلوتایپی کمی را نشان می دهد و تعداد هاپلوتایپهایی 
در موجودات خونسرد به دلیل متابولیسم پایین  ).1991 ,trebeH dna notgnilliBجهش یافته می باشند (
 ANDtmتنوع ) و از سوی دیگر 4991 ,tnamuaeBکم است ( ANDtmسرعت تکاملی و تغییر نوکلئوتیدی 
و فشار صید از کوچک جمعیت  اندازهآن دخالتی نداشته و  تنها بر اساس جهش می باشد و نوترکیبی در
در این مطالعه بیشترین  ).0002 ,.la te regeirKتنوع ژنتیکی در ماهیان می باشند ( عوامل کاهش دهنده
آستارا مشاهده شد و  و کمترین میانگین آن در رودخانهسردآبرود  در رودخانه) π(یدی میانگین تنوع نوکلئوت
که بیانگر متفاوت  )63-4(جدول  به دست آمدیک سه رودخانه نیز در هر ) h(تنوع هاپلوتایپی میانگین 
سی تنوع )، در برر6002و همکاران ( ikadraB .بودن هاپلوتایپ همه افراد جمعیت و تنوع ژنتیکی می باشد
میانگین تنوع  روی ژنوم میتوکندری، PLFR -RCP با استفاده از روش قزل آلای قهوه ای ترکیه ژنتیکی
)، در 1102و همکاران ( areV .محاسبه نمودند 1/7313و  1/4111را به ترتیب یپیی هاپلوتاو نوکلئوتیدی 
 8شده از رودخانه های کرگانرود (ایران جمع آوری  نتیکی مولدین ماهی آزاد دریای خزرساختار ژمطالعه 
سردآبرود با  بچه ماهی حاصل از جمعیت رودخانهعدد  84عدد) و  66عدد) و تنکابن ( 8عدد)، ناورود (
و  1/311 هاپلوتایپی را به ترتیبو نوکلئوتیدی ، میانگین تنوع ANDtmاستفاده از روش توالی یابی 
  .محاسبه نمودند 1/686±1/151
حاضر نشان داد که بیشترین میزان تنوع ژنتیکی درون  در مطالعهالیز واریانس مولکولی نتایج حاصل از آن
و اختلاف تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر در  جمعیت هر رودخانه وجود دارد
ای مورد ) که بیانگر بالا بودن توانایی بالای جمعیته10.0<P( استرودخانه های مورد مطالعه معنی دار 
 ).5002 ,ikswonilaK(و سلامت افراد آن جمعیت می باشد  مطالعه در پاسخ به انتخاب طبیعی 
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 است. noisrevsnarTو  noitisnarT جانشینی نوکلئوتیدی که در بین بازهای یک توالی رخ می دهد از نوع
و  Cا یک باز پیریمیدین () به باز پورین دیگر و یGو  Aزمانی رخ می دهد که یک باز پورین ( noitisnarT
زمانی رخ می دهد که یک باز پورین به باز  noisrevsnarT و به باز پیریمیدین دیگر تبدیل شود )T
فاکتور به عنوان شاخصهای تنوع مولکولی مطرح می باشند و این دو  تبدیل شود پیریمیدین و یا بالعکس
چالوس  در رودخانه noisrevsnarTو  noitisnarT بیشترین تعداد در این مطالعه و )4002 ,.la te arumaT(
که بیانگر بالا بودن میزان تنوع مولکولی این رودخانه نسبت به سایر رودخانه های مورد مطالعه  مشاهده شد
  .)4-33می باشد (جدول 
خویشاوندی است و از آن در تعیین میزان خویشاوندی افراد،  مسأله در رده بندی، تعیین درجه مهمترین
نمونه ها، تاکسون ها و یا شباهت بین سطوح مختلفی از اکوسیستم ها و ... استفاده می شود. میزان ارتباطی 
که گونه های یک خانواده با یکدیگر دارند، ناشی از شباهت و اختلاف در توالی ژنوم آنهاست. تغییراتی که 
تکامل دو گونه با نرخ متفاوتی از  در الگوی توالی ژنوم گونه ها از قبیل جهش رخ می دهد باعث می شود
خواهری یا گونه هایی با خویشاوندی نزدیک) ی یکدیگر جریان یابد. میزان کم تغییرات ژنوم (در دو گونه 
کلئوتیدها تعیین می نماید آزمون تاجیما بر اساس میانگین تفاوت نودر اثر جانشینی بازها صورت می گیرد. 
 باشد، فرضیه 50.0<Pاگر ، آزموناین بر اساس  ثی بوده اند یا خیر وب بی طرف و خنها تحت انتخاکه جهش
برابری نرخ  باشد نشان دهنده 50.0>Pصفر (برابری نرخ تکامل بین شجره ها) رد می شود و در صورتی که 
 بیشترین درجه خویشاوندی در رودخانهدر این مطالعه و  )3991 ,amijaT( تکامل بین شجره ها می باشد
خویشاوندی ماهی آزاد دریای خزر  میانگین درجهآستارا مشاهده شد و  کمترین آن در رودخانهو سردآبرود 
-میبرابر ننرخ تکامل بین شجره هایشان  یعنی به دست آمد 1/51از  کوچکترمورد مطالعه  رودخانه هایدر 
  .)73-4(جدول  )50.0<Pباشد (
 پیشرفتهای آبزی پروری در زمینه زیان مانع ادر صفات مهم تجاری برای ماه فیلوژنیکنبودن اطلاعات 
به جمعیتهای هچری در برنامه های تولید توجه بیشتری ژنتیک نژادها و افزایش جمعیت می شود و باید 
درختهایی که بر اساس  ).5002 ,nagirdnuL(داشت مثلی و اسناد شجره نامه در ذخیره سازی مولدین 
 mumixaMو  ynomisraP mumixaMخته می شوند شامل صفات گونه ها و شباهتهای بین آنها سا
 ruobhgieNتکاملی بین گونه ها ساخته می شوند شامل  و درختهایی که بر اساس فاصله doohilekiL
جدید ایجاد می شود عددی از  جایی که شاخهنیز در آنالیز خود راه انداز  می باشند. AMGPUو  gninioJ
ددهای عو  می دهدایجاد شده را نشان  یزان اطمینان و صحت شاخهین عدد متعلق می گیرد که ا 1-113
 د نشان دهنده تفاوتهای نوکلئوتیدی نمونه ها با یکدیگر استنمشاهده می شو متفاوتی که در زیر شاخه ها
و  ynomisraP mumixaMدر این مطالعه جهت رسم درخت فیلوژنی از روشهای  ).7002 ,.la te arumaT(
 343
ماهیان آزاد بیشتر که توالی نوکلئوتیدی نشان داد مقایسه این دو درخت استفاده شد.  gninioJ ruobhgieN
 بیانگرکه بسیار به هم نزدیک بوده منتخب بانک ژن  گونه 4و مورد مطالعه  رودخانه هایدریای خزر 
به  درخت رسم شدهباشد و  می یشانبرابری نرخ تکامل بین شجره هاو با یکدیگر شباهت ژنتیکی آنها 
و  oolrehgeS hedazmehsaH است.اطمینان بیشتری برخوردار صحت و از  gninioJ robhgieNروش 
ی جنوبل آلای خال قرمز در پنج رودخانه حوضه )، در بررسی وضعیت فیلوژنتیکی ماهی قز2102همکاران (
 -D ژن ناحیهابی دریاچه های داخلی ایران با استفاده از روش توالی ی دریای خزر و دو دریاچه در حوضه
 دردایی مشخصی را ج doohilekiL mumixaM و رسم درخت تبارزایی به روش  ANDtmمولکول  pooL
 .مشاهده نکردندمورد مطالعه  مناطقنمونه های 
 نتیجه گیری کلي -9-5
 نشان داد که خزر دریایحوضه جنوبی  در پنج رودخانهتنوع ژنتیکی ماهی آزاد  نتایج حاصل از مطالعه
وجود نداشته و در روش ریز ماهواره دو گروه  مطالعهمورد  رودخانه هایاین ماهی در ت یکسانی از یجمع
سه  ANDtm مولکول pooL -D ناحیه و در روش توالی یابی ژن(چشمه کیله و کرگانرود) ژنتیکی متفاوت 
تشخیص د مطالعه مور رودخانه هایاز این گونه در (چالوس، سردآبرود و آستارا) گروه ژنتیکی متفاوت 
ی کرگانرود در روش ریز ماهواره و چالوس در روش توالی یابی دارای بالاترین هاو رودخانه  داده شد
تنوع ژنتیکی ، این ماهی توانسته فشار صید و کاهش شدید ذخایرعلیرغم  بنابراین میزان تنوع ژنتیکی بودند.
تکثیر مصنوعی و رهاسازی بچه ماهیان در  و به نظر می رسد حفظ نمایدبه میزان قابل توجهی خود را 
این وجود، با توجه  ولی بااست نداشته  این گونهح تنوع ژنتیکی وطبیعت هنوز اثر درخور توجهی روی سط
آزاد ماهیان شهید  تکثیر و پرورشدر مرکز  توسط سازمان شیلات ایران که بازسازی ذخایر این ماهیبه این
 و انجام اقدامات لازم تدابیرارائه م بوده و در آینده نیز ادامه خواهد یافت، دکتر باهنر کلاردشت در حال انجا
 و اجتناب از مشکلات حاصل از درون آمیزی و برون آمیزی این گونه برای حفظ و تقویت تنوع ژنتیکی
مقرون به صرفه بودن  ایج نشان داد که روش ریز ماهواره علاوه برهمچنین نتضروری به نظر می رسد. 
نسبت به روش برای نشان دادن میزان تنوع ژنتیکی ماهی آزاد حوضه جنوبی دریای خزر  ترینایی بالاتوا
  داشته است. ANDtm مولکول pooL -D ناحیه ژن توالی یابی
 اجرایي پیشنهادات -4-5
مورد مطالعه به  رودخانه هایجمعیتهای ماهی آزاد دریای خزر در  بازسازی ذخایرضرورت حفظ و  -3
 مستقل بودن آنها دلیل
جنوبی دریای خزر و رهاسازی بچه  در رودخانه های مهم دیگر حوضهدریای خزر تکثیر ماهی آزاد  -1
 و بازسازی ذخایر ژنتیکی  ذخیرهحفظ  به منظورهمان رودخانه ماهیان حاصل از تکثیر هر رودخانه به داخل 
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 ی این گونهبازسازی مکانهای تخمریزی طبیعایجاد مناطق حفاظت شده و  -1
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Abstract 
For study the genetic diversity of Caspian brown trout population in five rivers in the southern 
part of Caspian Sea in Iran 182 number generators in the fall and winter of 1390 were 
collected in Chalus, Sardab Rud, Cheshmeh Kileh, Kargan Rud and Astara rivers. Then about 
3-5 g of soft and fresh tissue from the bottom fin fish removed and were fixed in ethanol 96°. 
Genomic DNA was extracted by using ammonium acetate, then quantity and quality of the 
extracted DNA were determined by using spectrophotometry and horizontal electrophoresis in 
1% agarose gel. The polymerase chain reaction was performed by using 16 SSR primers and 
sequencing primers (D-Loop) and the quality of PCR products amplified by SSR method 
were performed by using horizontal electrophoresis in 2% agarose gel. Alleles and their sizes 
were determined by using vertical electrophoresis in 6% polyacrylamide gel and silver nitrate 
staining method. Gel images were recorded by gel documentarian, the bands were scored by 
using Photo- Capt software and statistical analysis was performed by using Gene Alex and 
Pop Gene software. Also the PCR sequencing products after quality assessment by using 
horizontal electrophoresis in 1.5% agarose gel were purified and sent to South Korea Bioneer 
Corporation for sequencing. Sequencing was performed by chain termination method and the 
statistical analysis was performed by using Bio- Edit, Mega, Arlequin and DNA SP software. 
The SSR method, 5 pairs of primers produced polymorphic bands and the average real and 
effective number of alleles were calculated 5.60±1.83 and 3.87±1.46 in the Cheshmeh Kileh 
river and 7.60±1.75 and 5.48±1.32 in the Karganrud river and the mean observed and 
expected heterozygosity were calculated 0.44 ±0.15 and 0.52 ±0.16 in the Cheshmeh Kileh 
river and 0.50 ±0.11 and 0.70±0.13 in the Karganrud river. Analysis of Molecular Variance 
results showed that significant differences in genetic diversity between and within populations 
and between and within individuals in the studied rivers (P<0.01). The sequencing method 
identified 35 different haplotype, the highest number of polymorphic position (251) and 
haplotype (14) were observed in the Chalus river. The highest mean observed number of 
alleles (2.24±0.48) was calculated in the Sardabrud river, the highest mean observed 
heterozygosity (1.00±0.03) was calculated in the Chalus river and the highest mean nucleotide 
diversity (0.13±0.07) was observed in the Sardabrud river and mean haplotype diversity was 
obtained (1) in three studied rivers. The overall results show that there are no same population 
of this fish in the studied rivers and Karganrud and Chalus rivers in the SSR and sequencing 
methods had the highest levels of genetic diversity.  
Keywords: Salmo trutta caspius, genetic diversity, microsatellite, sequencing  
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